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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft zellwandlose bakterielle L-Form-Stamme, Verfahren zu deren Gewinnung und deren Verwen- 
dung zur Herstellung von Genprodukten. 
5 Kiinstlich hergestellte Proteine sind Bestandteil von Arzneimitteln, Lebensmitteln, Waschmitteln und anderen fiir den 
taglichen Gebrauch wesentlichen Stoffen und Zusammensetzungen. Zur Herstellung solcher Proteine steht heutzutage 
eine Vielzahl von unterschiedlichen Verfahren zur Verfiigung. Besonders wichtig ist in diesem Zusammenhang die Her- 
stellung von Proteinen in Zellkulturen. Die so hergestellten Proteine werden als rekombinant bezeichnet. Die Herstellung 
oder Expression rekombinanter Proteine ist in vielen verschiedenen Zellkultursystemen, auch Expressionssysteme ge- 

10 nannt, im Stand der Technik bekannt. Je nach Typ der verwendeten Zelle unterscheidet man zwischen prokaryotischen 
Expressionssystemen, wenn Bakterien als Produzentenzellen verwendet werden, und eukaryotischen Expressionssyste- 
men, wenn eukaryotische Zellen von Hefen, Pilzen, Pflanzen oder Tieren als Produzentenzellen verwendet werden. 

Trotz der Vielzahl der bekannten und verwendeten Systeme las sen sich zahlreiche Proteine, insbesondere Membran- 
proteine, bisher nicht oder nur mit einer unbefriedigenden Ausbeute und Reinheit herstellen. Bei der Verwendung von 

15 eukaryotischen Expressionssystemen liegen die Ursachen dafiir vor allem im proteolytischen Abbau der hergestellten 
Proteine durch zelleigene Proteasen, in der haufig auftretenden Toxizitat der fremden Proteine fur die Erzeugerzellen so- 
wie, im Falle von Membranproteinen, in der starken Assoziation der hergestellten Proteine mit den Zellmembranen der 
Produzentenzellen. Hinzu kommt, daB Membranproteine nur in geringen Mengen in den Membranen vorkommen und 
daB das Membranmaterial nur in begrenzten Mengen verfugbar ist (z. B. bei Saugerzellen). Die Isolierung der Membra- 

20 nen erfordert zudem meist material- und zeitaufwendige Abtrenn verfahren, um storende Strukturen wie Zellwand, Gei- 
Beln, Fimbrien und andere Membran- und Zellorganellen zu entfernen. 

Die Produktion rekombinanter Proteine in prokaryotischen Expressionssystemen hat den Nachteil, daB sich die Pro- 
teine haufig zu funktionell inaktiven Aggregaten im Zytosol oder Periplasma, sogenannten "inclusion bodies", zusam- 
menlagern. Ferner weisen auch prokaryotische Produzentenzellen zelleigene Proteasen auf, welche die hergestellten, 

25 fremden Proteine abbauen konnen. AuBerdem erschweren bei der Verwendung von E. coli als Produzentenzellen haufig 
toxische Zellbestandteile, insbesondere Bestandteile der Zellwande, die Gewinnung von fiir den Verbraucher unschadli- 
chen Proteinpraparaten. 

Um die mit der Produktion von rekombinanten Proteinen in prokaryotischen Zellen einhergehenden Nachteile zu 
uberwinden, wurde im Stand der Technik die Verwendung sogenannterL-Form-Bakterienzellen vorgeschlagen. L-Form- 

30 Stamme sind Bakterien, welche mit einer stark veranderten oder ohne Zellwand wachsen. 

Nach der Beschaffenheit der Zellumhiillung und ihrer Stabilitat lassen sich L-Form-Bakterienstamme in vier Gruppen 
unterteilen. Spharoplasten-Typ L-Formen besitzen noch Reste der Zellwand, z. B. der auBeren Membran, wahrend Pro- 
toplasten-Typ L-Form-Zellen lediglich von der Zytoplasmamembran umgeben sind. Zellen, welche nur unter standigem 
Selektionsdruck mit Hilfe von Inhibitoren der Zellwandbiosynthese (beispielsweise Ampicillin) in der L- Form-Phase 

35 verbleiben, werden instabile L-Formen genannt. Als stabile L-Formen werden dagegen die Stamme bezeichnet, deren 
Zellen die Fahigkeit zur Ausbildung einer Zellwand vollstandig verloren haben. 

Die Umwandlung von gewohnlichen Bakterienzellen, sogenannten Elternbakterien, in L-Form-Zellen ist an sich be- 
kannt (J. Gumpert und U. Taubeneck, 1983, Experientia Suppl. Vol. 46, 227-241; L. H. Mattmann, 1993, Cell Wall De- 
ficient Forms, CRC Press, Boca Raton). 

40 Hierbei werden Zellen einer Bakterienart zunachst durch Behandlung mit Substanzen, welche die Zellwandbiosyn- 
these hemmen (z. B. p-Lactam-Antibiotika, Vancomycin, D-Cycloserin) oder welche die Zellwand abbauen (z. B. lyti- 
sche Enzyme wie Lysozym) in Spharoplasten oder Protoplasten umgewandelt. Diese zellwanddefekten Zellen werden 
auf einem geeigneten Medium bis zur Bildung typischer L-Form-Kolonien vermehrt und solange auf L-Form- Medium 
ubertragen, bis ein Wachstum als dichter Kolonierasen erreicht ist. 

45 Als Nahrmedium dient eine Losung, die eine komplexe Nahrkomponente, vorzugsweise frisch hergestellten Fleisch- 
extrakt, zur Grundversorgung mit C- und N-Quellen, Amino sauren und Ionen, einen Wachstumsstimulator, vorzugs- 
weise Hefeextrakt mit essentiellen Vitaminen und Aminosauren, einen osmotischen Stabilisator zur Vermeidung von 
Zellyse, vorzugsweise Saccharose oder NaCl, einen Membranstabilisator, vorzugsweise Serum und zweiwertige Kat- 
ionen wie Mg 2+ , und einen Zellwandbiosynthese-Inhibitor, vorzugsweise p-Lactam-Antibiotika wie Penicillin, enthalt 

50 (primares L- Form-Medium). 

Ein haufig verwendetes komplexes Medium ist L-Form-Standard-Medium (LFS). LFS-Medium enthalt frischen 
Fleischextrakt mit Zusatzen von Hefeextrakt (0,5-1% w/v), Pferdeserum (8-10% v/v), Saccharose (6-10% w/v), Peni- 
cillin (200-1000 U/ml), Bacto-Agar (1-1,5% w/v). 

Die Abkiirzung w/v steht fiir Masse pro Volumen, d. h. 10% w/v entsprechen 10 g pro 100 ml. Falls nicht anders an- 

55 gegeben sind alle Prozentangaben in der vorliegenden Beschreibung w/v-Angaben. Die Abkiirzung v/v steht fiir Volu- 
men pro Volumen. 

Der Fleischextrakt wird erhalten, indem man 2 kg Rindfleisch mit 4 1 Wasser fiir 1 Stunde im Dampftopf extrahiert, 
man das Filtrat dann mit 0,3 bis 1% Bacto Pepton und 0,5 bis 2% NaCl versetzt und auf pH 7,0 eingestellt. 

AnschlieBend selektiert man stabile L-Formen, d. h. solche L-Formen, welche die Fahigkeit zur Reversion, d. h. zur 
60 Resynthese der Zellwand in Abwesenheit von Penicillin verloren haben. Dazu werden Agarblockchen mit L-Form-Ko- 
lonien einer Kultur so lange parallel auf LFS-Agarmedium mit und ohne Penicillinzusatz ubertragen, bis auf den peni- 
cillinfreien Platten nur noch L-Form-Kolonien wachsen und keine Reversion mehr erfolgt. Diese stabilen L-Form-Kolo- 
nien werden vermehrt, bis ein dichter Kolonierasen auf den penicillinfreien LSF-Agarplatten erreicht ist. 

Die Herstellung stabiler L-Formen von E. coli wird beispielsweise von U. Taubeneck und E. Schumann in Zeitschrift 
65 fiir Allg. Mikrobiologie, Band 6, 1966, Seiten 341-343, und von P. mirabilis von U. Taubeneck in Zeitschrift fiir Allg. 
Mikrobiologie, Band 2, 1962, Seiten 132-156 beschrieben. 

Die stabilen L-Formen werden anschlieBend an ein Wachstum in fliissigem LFS-Medium adaptiert. Dieses enthalt 
frisch hergestellten Fleischextrakt (2-5%), Bacto-Pepton (0,5-1%), NaCl (0,5-2% w/v), Hefeextrakt (0,5-1% v/v), Pfer- 
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deserum (8-10% v/v) und Saccharose (6-10%). Hierzu werden Agarblocke (2x2 cm) mit reichlich Kolonierasen in 
10^40 ml flussiges LFS-Medium gegeben und bei 37°C unter Schiitteln bebriitet. Eine Optimierung des Wachstums in 
flussigem LFS-Medium wird durch fortlaufende Ubertragung der Kulturen (alle 2-5 Tage) in frisches Medium, bis die L- 
Form-Zellen im Verlauf von 24 Stunden zu Zelldichten von 10 8 Zellen/ml wachsen, erreicht. Durch fortlaufende Uber- 
tragung und Wachstum in frischem LFS-Medium mit stufen weise reduzierten Mengen an Serum und Saccharose werden 5 
im Verlauf von 50-80 Passagen L- Form- Stamme, z. B. von P. mirabilis und E. coli, selektiert, die auch ohne Zusatze von 
Serum und Saccharose gutes Wachstum zeigen. Diese konnen dann durch schrittweisen Ersatz des Fleischextrakt-Anteils 
des LFS-Mediums durch andere in ihrer Zusammensetzung definierte Nahrkomponenten an ein Wachstum in fleischex- 
traktfreien Nahrmedien adaptiert werden. 

Besonders geeignete definierte komplexe Nahrkomponenten zum Ersatz des Fleischextrakts sind Brain-heart-infu- 10 
sion-(BHI)-broth (BHIB), Tryptic-soy-broth (TSOYB), Todd-Hewitt-broth (THEB) und L-broth (LB). Die detaillierte 
Zusammensetzung dieser Nahrkomponenten ist in den Firmenhandbuchern Merck-Nahrboden Handbuch, E. Merck, 
Darmstadt, 1992 und Difco-Mannual 10th. Edition 1984, Difco Laboratoris Detroit MI USA beschrieben. 

Die bekannten L- Form- Stamme zeigen in diesen Medien aus unerklarlichen Griinden oft unbefriedigendes Wachstum. 

Gumpert et al. offenbaren stabile L-Form-Zellen, die auf die Behandlung normaler Bakterienzellen mit Zellwandbio- 15 
synthesehemmern wie bei spiels weise Ampicillin und gleichzeitige osmotische Stabilisierung zunick gehen. Diese Zellen 
bilden keine Zellwand und kein periplasmatisches Kompartiment mehr aus und weisen keinerlei extrazellular detektier- 
bareProteasen auf (J. Gumpert, E. Schuhmann, U. Taubeneck 1971, Zeitschrift Allg. Mikrobiologie, 11, 19-33; J. Gum- 
pert, U. Taubeneck 1983, Experientia Suppl. Vol. 46, 227-241). 

L-Form-Bakterienstamme sind aus vielerlei Griinden prinzipiell fiir die Herstellung rekombinanter Proteine geeignet. 20 
Beispiels weise ist ihre Membran, die fiir die Herstellung von Membranproteinen ein adaquates Milieu darstellt, von au- 
Ben frei zuganglich (K. Gura, J. Gumpert, C. Hoischen, 1997, 1MB Anual Report 1996, 101-104; C. Hoischen, K. Gura, 
C. Luge, J. Gumpert 1997, Journal Bacteriol. 197, 3430 3436). Ferner weisen Protoplasten-Typ L-Form-Stamme auBer 
der zytoplasmatischen Membran keinerlei Zellorganellen auf, von denen das hergestellte Protein abgetrennt werden 
muB. 25 

Die DD 269 166 A 1 beschreibt die Verwendung zellwandloser Gramnegativer Bakterien, wie Pseudomonas, Agro- 
bacterium, Proteus und Escherichia, sowie Gram-positiver Bakterien, wie Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus, 
Lactobacillus, Streptomyces und Thermoactinomyces, zur Gewinnung rekombinanter Genprodukte, wie Streptokinase, 
Human-Interferon- alpha- 1 oder Prochymosin. 

Die DD 280 333 A 1 offenbart ein Verfahren zur Gewinnung milchfallender Enzyme unter Verwendung von stabilen 30 
L-Form-Stammen bakteriellen oder pilzlichen Ursprungs. 

Die DD 281 816 A5 betrifft die Herstellung von Serotyp C- Streptokinase unter Verwendung von L-Form-Stammen 
von z. B. P. mirabilis und Bac. subtilis. 

Bisher wurde die Gewinnung von mehr als 20 verschiedenen Proteinen unter Verwendung von L-Form-Expressions- 
Systemen beschrieben. Die Herstellung der Proteine mit L-Form- Zellen erfolgte zum Teil unter halb-technischen Bedin- 35 
gungen in 2 bis 100 1 Fermentern (J. Gumpert und C. Hoischen 1998, Current Opinion in Biotechnology, 9, 506 509). 

Gumpert und Taubeneck offenbaren L-Form-Stamme, die in der Lage sind, in Kulturmedien ohne Zusatz von Serum 
oder osmotischen Stabilisatoren zu wachsen (J. Gumpert und U. Taubeneck 1983, Experientia Suppl. Vol. 46 (1983), 
227-241). 

Die bekannten L-Form-Zellen sind aufgrund ihrer fehlenden Zellwand empfindlich, bei spiels weise gegeniiber Umge- 40 
bungseinflussen und chemischen und physikalischen Veranderungen des Wachstumsmediums. Sie eignen sich daher eher 
fiir die Produktion von Proteinen in kleinen Mengen, weniger fiir Fermentationen in technischem MaBstab (J. Gumpert 
und C. Hoischen 1998, Current Opinion in Biotechnology, 9, 506-509). 

Die Herstellung rekombinanter Genprodukte in membrangebundener Form, wobei die funktionell aktiven Molekiile 
auf der AuBenseite der Zelloberflache frei zuganglich sind (Surface-Display), ist sowohl fiir die Untersuchung von Struk- 45 
tur-Funktionsbeziehungen, fiir Interaktionsstudien als auch fiir diagnostische und immunoprotektive Anwendungen von 
groBer Bedeutung. Hierbei werden antigene Determinanten, single chain Antikorperfragmente, heterologe Enzyme, Po- 
lyhistidyl-Tags und Peptidbibliotheken auf der bakteriellen Oberflache exprimiert (Stahl, S. und Uhlen, M., TTBTECH 
1997, 15, 185-192). Bei den bisher iiblichen bakteriellen Zelltypen, die fiir das Surface-Display eingesetzt werden, han- 
delt es sich um Gram-negative E. coli Stamme und Gram-positive Stamme, wie z. B. Bac. subtilis und Staphylococcus 50 
Arten. 

Beim Surface-Display mit Gram-negativen Stammen wird das prasentierte Protein in der Regel mit Proteinkomponen- 
ten der auBeren Membran, wie OmpA, LamE und PhoE, Flagellenproteinen (Flagellin) oder Proteinen der Fimbrien 
(FimA, FimH), fusioniert und dadurch in der auBeren Membran verankert. Die Nachteile dieses Systems liegen darin, 
daB (i) die prasentierten Proteine durch innere Membran, Periplasma und Zellwand (Mureinsacculus und auBere Mem- 55 
bran) transportiert werden miissen, (ii) daB die GroBe der prasentierten Proteine limitiert ist und (iii) daB durch zahlreiche 
immunreaktive Komponenten der Zelloberflache eine Reihe medizinischer Anwendungen ausgeschlossen bleiben. 

In Gram-positiven Bakterien wird das prasentierte Protein meist mit einem Oberflachenprotein der Zellwand (z. B. 
Protein A, M6 Protein) fusioniert und hierdurch in der Zellwand fixiert. Nachteilig auf das Surface-Display mit Gram- 
positiven Bakterien wirken sich das Vorhandensein zelleigener Antigendeterminanten und das haufige Auftreten extra- 60 
zellularer Proteasen auf. Das prasentierte Protein muB ebenfalls erst durch die zytoplasmatische Membran und die Zell- 
wand transportiert werden. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue L-Form-Stamme fiir die biotechnologische Gewinnung von Genpro- 
dukten bereitzustellen, die eine erhohte Stabilitat gegeniiber chemischen, physikalischen und mechanischen Belastungen 
aufweisen und die sich daher besonders fiir Fermentationen unter technischen Bedingungen und insbesondere zur Her- 65 
stellung membranstandiger Proteine eignen. 

Diese Aufgabe wurde iiberraschenderweise durch ein Verfahren zur Gewinnung von modifizierten L-Form-Bakterien- 
stammen gelost, bei dem man 
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a) einen an ein komplexes Nahrmedium adaptierten L-Form-Bakterienstamm alternierend bei unterschiedlichen 
Temperaturen im Bereich von 20 bis 40°C kultiviert, und 

b) die Zellen unter zunehmenden hydromechanischen Belastung fermentiert. 

5 Als Ausgangsstamm fiir Schritt (a) eignen sich grundsatzlich alle L- Form- Stamme, insbesondere L-Form-Stamme, die 
mit Wachstumsraten u > 0,1 h" 1 zu Zellkonzentrationen von 10 8 Zellen/ml wachsen. 

ErfindungsgemaB werden vorzugsweise stabile L-Formen von Bakterien verwendet, insbesondere stabile Protopla- 
sten-Typ L-Formen. 

Es konnen sowohl in fleischextrakthaltigen Komplexmedien, vorzugweise LFS -Medium, als auch in fleischextrakt- 
10 freien Komplexmedien, vorzugweise solchen, die auf den oben genannten definierten komplexen Nahrkomponenten ba- 
sieren, besonders bevorzugt BHIB, stabil wachsende Stamme eingesetzt werden. Fleischextraktfreie Medien sind bevor- 
zugt, da diese reproduzierbarer und konstengiinstiger in Herstellung und bei der Gewinnung medizinischer Produkte un- 
bedenklicher sind. 

Als Ausgangsstamme geeignete L-Formen werden beispielsweise von J. Gumpert und U. Taubeneck 1983, Experien- 
15 tia Suppl. Vol. 46, 227-241, in der dort zitierten Literatur und in DD 269 166 A 1 beschrieben. Bevorzugte Ausgangs- 
stamme sind die dort genannten L-Form-Stamme von Escherichia coli, Proteus mirabilis und Bacillus subtilis. Weitere 
bevorzugte L-Form-Stamme sind solche von Bacillus licheniformis, Nocardia asteroldes, Pseudomonas stutzeri, Staphy- 
lococcus aureus, Streptococcus faecalis, Streptomyces hygroscopicus und Thermoactinomyces vulgaris. Besonders be- 
vorzugte Ausgangsstamme sind die L-Formen von P. mirabilis LVI, P. mirabilis L99, E. coli LWF+, E. coli LWF- und 
20 Bac. subtilis L170. 

Die als Ausgangsstamme des erfindungsgemaBen Verfahrens bevorzugten L-Form-Stamme von P. mirabilis LVI, P. 
mirabilis L99, E. coli LWF+, E. coli LWF- und Bac. subtilis L170 sind in der DMSZ (Deutsche Sammlung von Mikroor- 
ganismen und Zellkulturen, Marscheroder Weg lb, 38124 Braunschweig) hinterlegt. Die Hinterlegungsnummern lauten: 
DSM 7988 (Proteus mirabilis LVI), DSM 7990 (Proteus mirabilis L99), DSM 7989 (Escherichia coli LWF+), DSM 8012 

25 (Escherichza coli LWF-) und DSM 7978 (Bacillus subtilis L170). 

Es wurde gefunden, daB sich L-Form-Bakterienstamme, die gemaB den obigen Verfahrens schritten (a) oder (b), vor- 
zugsweise (a) und (b) behandelt wurden, neben einem stabilen Wachstumsverhalten insbesondere durch eine hohe me- 
chanische Belastbarkeit und eine hohe Temperaturtoleranz auszeichnen. Sie sind gegeniiber Schwankungen der Wachs- 
tumstemperatur, der Mediumzusammensetzung, des pH-Werts und anderer Fermentationsparameter deutlich wider- 

30 standsfahiger und eignen sich daher besonders zur Produktion rekombinanter Genprodukte unter technischen Bedingun- 
gen. 

Die Schritte (a) und (b) konnen gleichzeitig oder nacheinander durchgefiihrt werden. Bevorzugt ist die Reihenfolge 
Schritt (a) gefolgt von Schritt (b). Der Schritt (a), der Schritt (b) oder vorzugsweise beide Schritte konnen ein- oder mehr- 
fach wiederholt werden. 

35 Der Schritt (a) umfaBt ein mehrstufiges Wachstumsregime mit alternierenden Wachstumstemperaturen. Vorzugsweise 
wird Schritt (a) in der Weise durchfiihrt, daB man die Temperatur alternierend zwischen zwei Temperaturen Tl und T2 
variiert, wobei Tl im Verlauf des Schrittes (a) gleich bleibt und T2 variiert wird. Hierbei liegen die Werte fiir T2 vorzugs- 
weise unter dem Wert fiir Tl. GemaB einer bevozugten Ausfuhrungsform wird T2 stufenweise abgesenkt und nach dem 
Erreichen der angestrebten minimalen Temperatur auf einen Wert oberhalb von Tl erhoht. 

40 In Schritt (a) wird zunachst die betreffende Kultur in frisches Medium iiberimpft und im Schuttelinkubator bei einer 
konstanten Temperatur (Tl) tiber 24 bis 36 Stunden als submerse Schuttelkultur bebrutet (Stufe 1). Die Kultivierung er- 
folgt beispielsweise in 100 ml GefaBen, vorzugsweise in 35 ml 3%igem BHI-Medium mit Zusatz von 0,5% Hefeextrakt. 
Die Kultivierung wird fortgesetzt bis eine Zellkonzentration von 10 9 Zellen/ml erreicht ist. 

AnschlieBend wird ein Teil der Kultur aus Stufe 1 in frisches Medium iibertragen (Inokulum etwa 10% v/v) und bei ei- 

45 ner Temperatur (T2), die vorzugsweise niedriger als die Temperatur Tl ist, iiber einen Zeitraum von vorzugsweise 18 bis 
48 Stunden, besonders bevorzugt 24 bis 36 Stunden bebrutet (Stufe 2). Im AnschluB an Stufe 2 wird die Kultur wieder in 
frisches Medium iibertragen und bei der Temperatur Tl kultiviert (Stufe 3). Tl ist vorzugsweise die fiir den Ausgangs- 
stamm optimale Wachstumstemperatur, also beispielsweise 37°C, und wird im Verlauf des Schrittes (a) nicht verandert, 
wahrend T2 stufenweise abgesenkt wird, vorzugsweise bis auf einen Wert von 20 bis 22° C besonders bevorzugt etwa 

50 20°C. T2 wird vorzugsweise in 5 bis 10 Etappen, vorzugsweise etwa 7 Etappen auf die gewiinschte Zieltemperatur ab- 
gesenkt, so daB Schritt (a) vorzugsweise insgesamt 10 bis 20 und besonders bevorzugt etwa 14 Stufen umfaBt. In jeder 
Stufe werden die Zellen vorzugsweise fiir 18 bis 48 Stunden, besonders bevorzugt 24 bis 36 Stunden bei der jeweiligen 
Temperatur kultiviert. Vorzugsweise wird die Kultivierung jeweils solange fortgesetzt bis eine Zellkonzentration von 10 9 
Zellen/ml erreicht ist. 

55 Die Temperatur T2 wird pro Etappe vorzugsweise um 2 bis 5°C gesenkt, wobei die Temperaturanderung von Etappe 
zu Etappe auch unterschiedlich ausf alien kann. Die Verwendung von mehr als zwei unterschiedlichen Temperaturen, also 
beispielsweise 3 oder 4 Temperaturen ist moglich. Nach dem Erreichen der angestrebten Minimaltemperatur kann T2 ge- 
maB einer bevorzugten Ausfuhrungsform auf einen Wert oberhalb von Tl, vorzugsweise 2 bis 5°C oberhalb der optima- 
len Wachtumstemperatur, beispielsweise also 40°C angehoben werden. 

60 GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Kultur alle 24 Stunden in frisches Medium gleicher 
Zusammensetzung iibertragen, wobei die Wachstumstemperatur alternierend gemaB folgendem Schema variiert wird: 
Start: Tl = 37°C T2 = 32°C -+T1 = 37°C T2 = 30°C -+T1 = 37°C -+ T2 = 28°C -*T1 = 37°C -+ T2 = 26°C -+ Tl 
= 37°C T2 = 24°C Tl = 37°C -+ T2 = 22°C -* Tl = 37°C T2 = 20°C Tl = 37°C T2 = 40°C T2 = 20°C 
Ende. 

65 Als Ergebnis werden Stamme erhalten, die gegeniiber den Ausgangsstammen reproduzierbarer im Wachstums verlauf, 
toleranter gegeniiber Wachstumstemperaturen und konstanter in der Wachstumsrate sind. 

Im Verfahrens schritt (b) werden die L-Form- Zellen alternierend zunehmenden hydromechanischen Belastungen aus- 
gesetzt. Dazu werden die in Schritt (a) erhaltenen L-Form-Kulturen als Ausgangsstamm bei variierenden Scherkraften 
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und vorzugsweise auch bei variierenden Beliiftungsraten fermentiert. Variierende Scherkrafte lassen sich beispielsweise 
durch das Variieren der Riihrerdrehzahl erzeugen, mit der das Fermentationsmedium geriihrt wird. 

Schritt (b) wird vorzugsweise in einem Fermenter mit einem Nettovolumen von 2 1, einer Hohe von 35 cm und einem 
Durchmesser von 18 cm durchgefuhrt, der mit einem Wellendiskusriihrer mit einem Durchmesser von 7 cm ausgestattet 
ist. 5 

Das Fermentationsregime wird beispielsweise so gestaltet, daB nacheinander mehrere Fermenterlaufe durchgefuhrt 
werden, wobei die Zellen eines Fermenterlaufes als Inokulum fur den nachsten Fermentationslauf eingesetzt werden. 

Vorzugsweise werden 1000 bis 2000 ml BHIB Medium mit 0,7% Hefeextrakt und 1% Saccharose mit 10% (V/V) der 
Kultur aus Schritt (a) bzw. der vorherigen Fermenterkultur beimpft und bei konstanter Riihrgeschwindigkeit (Festdreh- 
zahl VF) und Beliiftungsrate bei vorzugsweise 32°C bis 37°C fermentiert. Die Fermentation wird bis zu einer Zellkon- 10 
zentration von 10 8 bis 10 9 Zellen/ml fortgesetzt (etwa 24 bis 48 Stunden). Unter diesen Bedingungen ist der Sauerstoff- 
verbrauch der L-Form-Zellen stark erhoht. Ein Absinken des Sauerstoffpartialdrucks pC>2 auf Werte unter etwa 5% sollte 
vermieden werden. Hierzu wird bei Erreichen eines Sauerstoffpartialdrucks von etwa 5% die Riihrgeschwindigkeit kurz- 
fristig auf einen festgelegten Wert (Umschaltdrehzahl VU) erhoht und bei Erreichen eines Partialdrucks von 20 bis 30% 
auf die Festdrehzahl VF zuriickgesetzt. Die Prozentangabe bezieht sich auf die Sattigungskonzentration von Sauerstoff 15 
in dem betreffenden Kulturmedium. Im Verlauf des Schrittes (b) werden die Festdrehzahl VF und die Umschaltdrehzahl 
W des Riihrers in den aufeinanderfolgenden Ferrnenterlaufen verandert. Vorzugsweise umfaBt Schritt (b) 5 bis 10, be- 
sonders bevorzugt etwa 7 Fermenterlaufe. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden die Riihrgeschwindigkeiten in Schritt (b) entsprechend 
dem folgenden Schema verandert: 20 

1 . Lauf : VF = 200 U/min - VU = 500 U/min: 

2. Lauf: VF = 250 U/min - VU = 500 U/min 

3. Lauf: VF = 300 U/min - VU = 600 U/min 

4. Lauf: VF = 350 U/min - VU = 600 U/min: 

5 . Lauf: VF = 400 U/min - VU = 700 U/min; 25 

6. Lauf: VF = 450 U/min - VU = 700 U/min 

7. Lauf: VF = 500 U/min - VU = 800 U/min 
Die Beliiftungsrate wird vorzugsweise auf 0,2 bis 1,0, besonders bevorzugt 0,6 bis 1,0 Volumeneinheiten Luft pro Vo- 

lumeneinheit Medium pro Minute (1/1 min), ganz besonders bevorzugt etwa 0,7 1/1 min eingestellt. 

Die genaue Zusammensetzung der in den Verfahrensschritten (a) und (b) einzusetzenden Nahrmedien wird entspre- 30 
chend den S toff wechselty pen und physiologischen Eigenheiten der Elternbakterien ausgewahlt. Fiir die jeweiligen Aus- 
gangsstamme geeignete Medien sind bekannt, siehe z. B. J. Gumpert 1982, Ztschr. Allg. MikrobioL, 22, 617-627. Vor- 
zugsweise werden in den Schritten (a) und (b) Brain-heart-infusion-broth (BHIB), Todd-Hewitt-broth (THEB), Tryptic- 
Soy-broth (TSOYB) oder L-broth (LB) als Medium verwendet. Fiir die erfindungsgemaB bevorzugten Ausgangsstamme 
eignet sich besonders ein Medium folgender Zusammensetzung: BHIB (Fa. Difco) 3 g, Hefeextrakt (Fa. Difco) 0,5 g, 35 
Saccharose 1 g, destilliertes Wasser 100 ml. Ausgehend von den bekannten Medien kann die optimale Mediumzusam- 
mensetzung fiir Stamme wie beispielsweise Strep tokokken und Strep tomyceten durch routinemaBige Versuchsreihen er- 
mittelt werden. 

Bei der Verwendung der bevorzugten L-Form Ausgangsstamme werden als Verfahrensprodukte die modifizierten 
Stamme P. mirabilis LVIWEI, P. mirabilis L99WEI, E. coli LWF + WEI, E. coli LWF - WEI und B. subtilis L170WEI er- 40 
halten. Diese wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig unter den 
Hinterlegungsnummern DSM 13363 (P. mirabilis LVIWEI), DSM 13364 (P. mirabilis L99WEI), DSM 13362 (E. coli 
LWF + WEI) und DSM 13361 (B. subtilis L170WET) hinterlegt. 

Die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren gewonnenen L-Form-Stamme weisen im Vergleich zu den Ausgangs- 
stammen neben den bereits genannten folgende Vorteile auf: unmittelbare Einsetzbarkeit in Fermentationen, homogenere 45 
Zellpopulationen mit geringeren Anteilen an lysierenden Zellen, stabilerer Stoffwechsel, hohere Zellzahlen, hohere Bio- 
massekonzentrationen, hohere Verdopplungsraten in der exponentiellen Wachstumsphase, giinstigere pH-Profile, bes- 
sere Vertraglichkeit von Antischaummitteln, bessere Tolerierung von hoheren Riihrgeschwindigkeiten. Die Zellen kon- 
nen im Temperaturbereich von 20 bis 40°C unmittelbar bei der fiir die Gewinnung des gewiinschten Genprodukts geeig- 
neten Temperatur fermentiert werden. 50 

Ein weiterer Vorteil der modifizierten L-Form-Stamme ist darin zu sehen, daB sie in verfahrenstechnisch relevanten 
Nahrmedien wie BHIB, THEB, TSOYB, ggf. mit Zusatz von Hefeextrakt (0,5-1%) ein verbessertes Wachstum zeigen. 

Fiir P. mirabilis LVI WEI wurden im Vergleich zum Ausgangsstamm beispielsweise folgende Werte erzielt: 

55 



60 



65 



5 



DE 100 11 358 A 1 



Parameter 



Ausganqsstamm modif izierter Stamm 



maximale Zellzahl 



1 x 10 £ 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



maximale Verdopplungs- 0,8-1,2 
zeit 



8 x 10 10 Zellen/ml 
0,5 bis 0,7 Stunden 

5 bis 8 g/1 

600 - 800 U/min 

20 - 40 °C 



maximal erzielbare 3-4 
Biomassekonzentration 

maximal tolerierte 500-600 
Riihrgeschwindigkeit 

Temperaturbereich fur 28-38 
stabiles Wachstum 

Ahnliche Verbesserungen wurden fiir die iibrigen L-Formstamme gefunden. 

Die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren gewonnenen L-Form-Stamme eignen sich daher insbesondere fiir Fer- 
mentationen in Ruhr- und Airlift-Fermentern von 2-300 1 und sind aufgrund ihrer guten Suspendierbarkeit, ihres Tole- 
rierungsvermogens von Antischaummitteln und hydromechanischen Stressfaktoren verfahrenstechnisch vorteilhaft 
handhabbar. 

Im Vergleich zu den zytoplasmatischen Membranen der Ausgangs-L-Fonn- Stamme zeigen die zytoplasmatischen 
Membranen der erfindungsgemaB gewonnenen L-Form-Stamme charakteristische Unterschiede im Proteinmuster. Sie 
sind beispielhaft fiir E. coli LWF+ und E. coli LWF + WEI in den Ausfiihrungsbeispielen beschrieben und weisen auf ge- 
notypische und phanotypische Veranderungen hin. 

Weitere genotypische Veranderungen in den neuen Stammen manifestieren sich in Unterschieden in den Bandenmu- 
stern der chromosomalen DNA nach Verdau mit Restriktasen und Auftrennung mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese. Sie 
sind fiir E. coli LWF+ und E. coli LWF + WEI ebenfalls in den Ausfiihrungsbeispielen dokumentiert. 

Die L-Form-Stamme beispielsweise von E. coli, P. mirabilis und B. subtilis besitzen keine extrazellularen bzw. peri- 
plasmatischen Proteaseaktivitaten, und damit ist die Gefahr von proteolytischen Abbauprozessen an rekombinanten Pro- 
teinen wesentlich verringert. 

Dariiber hinaus lassen sich die erfindungsgemaB modifizierten Stamme, z. B. durch die Zugabe von 0,1-1 jug/ml lyso- 
Lecithin zum Kulturmedium, zur Bildung von extrazellularen Membranvesikeln anregen. Diese Eigenschaft ist fiir die 
Synthese rekombinanter Membranproteine vorteilhaft. 

Ein weiterer Vorteil liegt darin, daB mit den fiir E. coli (Elternform) optimierten Genkonstrukten (Promotoren, Kon- 
trollsequenzen, Originregionen, Signalsequenzen) eine gut kontrollierbare Genexpression und Produktsynthese moglich 
ist, so daB auf ein groBes Repertoire bekannter Mittel zur genetischen Transformation und Uberexpression heterologer 
Genprodukte zuriickgegriffen werden kann. Diese Genkonstrukte konnen sowohl fiir modifizierte L-Formen von E. coli 
als auch fiir andere Stamme wie beispielsweise P. mirabilis und Bac. subtilis eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaB gewonnenen L-Form-Stamme weisen zudem eine einheitlichere Zellmorphologie, einen stabi- 
len Zellstoffwechsel und stabile, reproduzierbare Wachstumseigenschaften auf. Sie lassen sich durch Fermentation in 1 
bis 300 1 Fermentern kostengiinstig in groBen Mengen bereitstellen. 

Alternativ konnen an technische Wachstumsbedingungen angepaBte neue L-Form-Stamme durch gezielte genetische 
Manipulation der Ausgangs-L-Form-Stamme hergestellt werden. Beispielsweise lassen sich durch Mutationen in den 
Genen recA, hsdR/S, relA, supE und durch Einfiihrung von amber- und ochre-Mutanten Rekombination, Modifikation 
und Restriktion so gestalten, daB eine verbesserte Transformation und Plasmidstabilitat erreicht wird. Desweiteren kon- 
nen durch Insertion von Genen der Transkriptions- und Translationskontrolle, wie lacJ q und lacUV-T7, in das Chromo- 
som die Expression und Produktsynthese verbessert werden. 

Die erfindungsgemaB gewonnenen L-Form-Stamme eignen sich zur Herstellung beliebiger Genprodukte, insbeson- 
dere zur Herstellung rekombinanter Proteine, vorzugsweise loslicher, extrazellularer Proteine und besonders zur Herstel- 
lung membrangebundener Proteine. Die Proteine konnen als Biochemikalien fiir die molekularbiologische und medizi- 
nische Forschung, als Diagnostika, als Arzneimittel und als Enzyme mit Potential zur Stolfumwandlung eingesetzt wer- 
den. 

Hierzu werden die Zellen zunachst auf an sich bekannte Weise mit einer fiir ein Genprodukt kodierenden Nucleotid- 
sequenz transformiert, z. B. mit einem geeigneten Vektor, der das Produktgen unter Kontrolle eines oder mehrerer Pro- 
motors enthalt. Der Vektor enthalt vorzugsweise auch eine Gensequenz, die fiir ein Signalpeptid kodiert, das einen akti- 
ven Transport des Genprodukts durch die Zytoplasmamembran in das Kulturmedium oder eine Verankerung des Genpro- 
dukts an der Membran ermoglicht (Membr an anker). Der transformierte Stamm wird unter geeigneten Bedingungen kul- 
tiviert, dann ggf. die Expression der rekombinanten Proteine induziert, z. B. durch Zugabe eines Induktors, und anschlie- 
Bend das rekombinante Protein isoliert. Verfahren zur Gewinnung von Genprodukten sind ebenfalls Gegenstand der vor- 
liegenden Erfindung. 

Die Zellen sind in der Lage, posttranslationale Modifizierungsprozesse durchzufiihren. Die L-Form-Membran ist in 
ihrem Lipidanteil so verandert, daB sie fiir die Insertion und Anreicherung von fremden Membranproteinen geniigend 
Raum bietet und daB in bzw. an der Membran die fiir die Funktionalitat essentiellen Faltungs- und Prozessierungspro- 
zesse erfolgen konnen. 

Die Konstruktion geeigneter Vektoren ist an sich bekannt. Hierzu wird mit iib lichen gentechnischen Methoden (T. Ma- 
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niatis, E. Firtsch, und J. Sambrook 1989 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab. Cold 
Spring Harbor N. Y.; F. N. Ansubel 1998, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley and Sons) das Strukturgen eines 
zu exprimierenden loslichen oder membrangebundenen Proteins oder Fusionsproteins in ein fur die Expression geeigne- 
tes Plasmid integriert. Die Promotoren miissen fur die Produktgene, auch wenn deren Uberexpression letal ist, gut regu- 
lierbar sein und damit ein Subklonieren ermoglichen. Bevorzugt sind Promotoren, deren Expressionsstart durch Zugabe 5 
eines induktiv wirkenden Substrats oder Substratanalogons (Induktor) bzw. durch einen entsprechenden Substratshift er- 
folgt, z. B. lac-P/O und dessen Derivate wie lacUV, tac etc. (H. A. de Boer, L. J. Comstock, M. Wasser, 1983, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 80, 21-25), Induktion durch IPGT-Zusatz (Isopropyl-p-D-Thiogalactoside) bzw. Glucose/Lactose-Shift; 
oder tetA-P/O (A. Skerra, 1994, Gene 151, 131-135); Induktion durch Zusatz von aTC (anhydro-Tetracyclin); Promoto- 
ren, deren Expressionsstart durch Anderung der physiologischen Bedingungen eingeleitet wird, z. B. APl (E. Remaut, P. 10 
Stanssans, W. Fiers 1981, Gene 15, 81 93); Expressionsstart durch Inaktivierung des Repressormolekiils el** 857 nach 
Temperaturerhohung); cspA-P/O (J. A. Vanisa, F. Baneyx, 1996, Appl. Environ. Microbiol. 62, 1444-1447); Expressi- 
onsstart durch Temperaturabsenkung); Vhb "oxygen-regulated element" (C. Koshla, J. Curtis, P. Bydalek, J. R. S wartz, J. 
E. Bailey, 1990, Biotechnol. Bioeng. 48, 151-160); Expressionsstart durch Sauerstoffabsenkung, p0 2 < 5% Sattigung; 
induzierbare Promotor-Hybride, die aus DNA-Sequenzen verschiedener Promotoren bestehen, z. B. P L tetO-l aus tetA- 15 
P/O und Pl-P/O aus dem Phagen X (R. Lutz, H. Bujard, 1997, Nucl. Acid. Res. 25, 1203-1210); konstitutive Promotoren 
und Promotorhybride, die ohne Induktion eine permanente Genexpression erlauben (z. B. P-lacI (lac-Repressor-Gen), P- 
bla (p-Lactamase-Gen), P-lacI/P-bla-hybrid, speA (Streptococcus Exotoxin A-Gen). 

Zwischen der P/O-Region und dem Startcodon der Proteinsynthese miissen desweiteren spezifische DNA-Sequenzen 
als ribosomale Bindungsstelle (rbs; auch Shine-Delgano-Sequenz, SD) eingefiigt werden, die eine Bindung der mRNA 20 
an das Ribosom als Voraussetzung fur den Proteinsynthesestart ermoglichen. 

Die Expressionskassette (P/O, SD, Signalsequenz, Strukturgen) kann von Transkriptionsterminator-Strukturen flan- 
kiert werden, um mogliche Interferenzen mit benachbarten Expressionskassetten zu minimieren. Weiterhin konnen die 
fiir eine effektive Steuerung der P/O-Regionen notwendigen Regulatorgene (z. B. lad oder lacl q fiir lacP/O und tacP/O; 
tetR fiir tetAP/O; cl ts857 fiir P L etc.) auf den gleichen oder anderen autonom replizierenden Vektoren lokalisiert oder in 25 
das Chromosom integriert sein. 

Gensequenzen, die fiir Signalpeptide kodieren, werden N- terminal vor das Produktgen eingefiihrt. Als Signalpeptide 
fiir Genprodukte, die in das Kulturmedium sekretiert werden sollen, wie Fusionsproteine oder bestimmte Proteindoma- 
nen, z. B. den extramembranaren Regionen von Rezeptoren, eignen sich prokaryotische oder eukaryotische Signalpep- 
tide. Bevorzugt sind die Signalpeptide des OmpA Proteins (ompA), der Staphylokinase (sak), der alkalischen Phosphat- 30 
ase aus E. coli (phoA), der Streptokinase (speA) und der periplasmatischen Pectinlyase aus Erwinia (pelB) (A. M. Bus- 
hueva, A. B. Shevelev, J. Gumpert, G. G. Chestukina, C. Hoischen, M. V. Matz, M. V. Kuryatova und V. H. Stepanov, 
1998, FEMS Letters 159, 145-150; M. Kujau, C. Hoischen, D. Riesenberg und J. Gumpert, 1998, Appl. Microbiol. Bio- 
technol. 49, 51-58; C. H. Klessen, K. H. Schmidt, J. Gumpert, H. H. Grosse und H. Malke, 1989, Appl. Environm. Mi- 
crobiol. 55, 1009-1015). Zum Teil enthalten die Produktgene jedoch bereits naturliche Signalsequenzen, die einen 35 
Transport durch die Membran sicherstellen. 

Fiir eine Verankerung Proteinen eignen sich besonders solche Signalpeptide die nicht durch L-Form-eigene Signalpep- 
tidasen abgespalten werden konnen. Diese konnen aus herkommlichen Signalpeptiden beispielsweise dadurch erhalten 
werden, daB die Schnittstellen fiir Signalpeptidasen beispielsweise durch den Austausch von Aminosauren so modifiziert 
werden, daB diese von den Signalpeptidasen nicht erkannt werden. 40 

Zum besseren Nachweis und zur Aufreinigung des Genprodukts konnen an das Strukturgen codierende Sequenzen fiir 
entsprechende Peptide (z. B. c-myc, His-tag, Strep-tag) oder Proteine (z. B. GST) mit und ohne dazwischen liegenden 
Sequenzen fiir eine spezifische Peptidase- Abspaltung angefugt werden. 

Im weiteren Verlauf der Vektorkonstruktion erfolgt die Integration dieser Expressionskassetten (Promotor-Signalse- 
quenz-Produktgen-Konstrukte) in ein geeignetes Plasmid. Dieses muB zur Vermehrung in den L-Form-Zellen einen ge- 45 
eigneten Replikationsursprung und mindestens ein Selektionsgen enthalten. Fiir die L-Formen aus Gram-negativen Bak- 
terien, insbesondere fiir P. mirabilis und E. coli, eignen sich vorzugsweise das ColEl Replicon (hohe Kopienzahl), das 
pBR322 Replicon (= ColEl + rop Gen, mittlere Kopienzahl) und die pI5A und pSClOl Replicons (niedrige Kopienzahl). 
Fiir L-Formen von Gram-positiven Bakterien wie Bac. subtilis eignen sich Replikationsursprungssequenzen von Vekto- 
ren mit breitem Wirtsspektrum (z. B. pUBlOl von Staphylokokken, pEP501, pAM|Jl, pSM19035 von Streptokokken) 50 
oder fiir Streptomyceten L-Formen die Replicons der Vektoren pIYlOl, pWOR und pSG5. Die Wahl des Replikations- 
ursprungs erlaubt zusatzlich eine Variation der Expressionsstarke des Strukturgens iiber die Kopienzahl und damit der 
Gendosis. 

Die Verwendung kompatibler Replikations- Origins und unterschiedlicher Selektions-Gene auf verschiedenen Vekto- 
ren ermoglicht den Einsatz dualer oder multipler Vektorsysteme in L-Form-Zellen fiir die Koexpression verschiedener 55 
Strukturgene (S. Sieben, R. Hertle, J. Gumpert und V. Braun 1998, Arch. Microbiol. 170, 236-242). 

Als Selektionsmarker sind Resistenzen gegeniiber (3-Lactam-Antibiotika (z. B. Ampicillin) und Chloramphenicol fiir 
alle L-Formen ungeeignet. Es miissen deshalb fiir die Plasmidkonstrukte geeignete Resistenzgene ermittelt werden, wo- 
bei vorzugsweise solche gegen Kanamycin, Erythromycin, Nourseothricin, Phleomycin und Neomycin eingesetzt wer- 
den. 60 

Die Transformation der L-Form-Stamme mit dem Expressions vektor erfolgt nach einer an sich bekannten Standard- 
methode (J. Gumpert, H. Cron, R. Plapp, H. Niersbach und C. Hoischen 1996, J. Basic Mircobiol. 36, 88-98). Danach 
werden L-Form-Zellen mit Plasmid-DNA und Polyethylenglycol MG 6000 im Eisbad und bei 37°C inkubiert. Nach 
Zugabe von LFS-Medium erfolgt eine 1-3-stundige Bebriitung bei 37°C, und danach wird diese Vermehrung skultur auf 
Selektivagarmedium ausplattiert. 65 

Als Selektivantibiotikum werden entsprechend den Vektorkonstruktionen bevorzugt Kanamycin, Erythromycin, 
Nourseothricin und Neomycin verwendet. Die positiven Transformanten werden auf Agarmedium vermehrt und durch 
2-5-maliges Ubertragen in frisches Medium an das Wachstum in fliissigen Nahrmedien adaptiert. Bevorzugte Wachs- 
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tumsmedien sind LFS-Medium und BHIB -Medium mit Zusatzen von 0,3-1% Hefeextrakt, 1-2% Saccharose und 
2-50 ug/ml Selektivantibiotikum. Die Agar-Kulturen oder Submers-Kulturen werden auf das Vorhandensein der intak- 
ten Plasmid-DNA mit Res triktions analyse und Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift. 

Eine zweite Transformationsmethode wird in der Weise ausgefiihrt, daB der Transformations ansatz (Plasmid-DNA/L- 
5 Fonn-Zellen/PEG) nach Aufenthalten im Eisbad und bei 37°C mit LFS-Medium 1 : 1 aufgefiillt und 2-6 Stunden bei 
37°C bebriitet wird. Danach erfolgen die Zugabe von 2-10 ml LFS-Medium mit 2-50 ug/ml des entsprechenden Selek- 
tivantibiotikums und weitere Inkubation unter Schiittelbedingungen bei 30-37°C iiber 10^-8 Stunden. Mit dieser Me- 
thode werden Mischpopulationen von Transformanten erhalten, von denen durch Ausplattieren auf Selektivmedium Ein- 
zelkolonie-Kulturen geziichtet werden konnen. 

10 Im Falle der Verwendung von dualen Vektorsystemen (z. B. der gekoppelten und unter Rifampicin-Zusatz spezifi- 
schen Expression von Strukturgenen unter Kontrolle des T7-RNA-Polymerase/T7-Promotor-Systems auf den Plasmiden 
pGPl-2 und pSAT14), werden die L-Form-Zellen zunachst mit einem Plasmid transformiert und selektiert. In diese 
Transformanten erfolgt danach die Transformation des zweiten Plasmids unter Selektion auf das Vorhandensein der Se- 
lektionsmarker beider Plasmide. Im Ergebnis werden L-Form- Transform anten-Kulturen bereitgestellt, die einen oder 

15 mehrere Expressionsvektoren enthalten. 

Fiir eine maximale Produktsynthese konnen die Wachstums- und Fermentationsbedingungen fur die einzelnen Pro- 
teine unterschiedlich sein. Sie hangen davon ab, ob die Produktsynthese wachstumsgekoppelt ist oder vorwiegend in der 
stationaren Wachstumsphase erfolgt, ob das Produkt effizienter bei Temperaturen von 26 bis 30°C oder von 37°C gebil- 
det wird, und ob das Proteinprodukt pH-empfindlich ist und, z. B. wie Prochymosin, bei pH-Werten iiber pH 7,3 autoka- 

20 talytisch abgebaut wird. Es wurde gefunden, daB die erfindungsgemaB modifizierten Zellen in der Lage sind, sich rasch 
und ohne Probleme an die fiir das jeweilige Protein optimalen Wachstumsbedingungen anzupassen. 

Die Uberexpression von Fremdproteinen in den L-Form-Zellen ist so kontrollierbar, daB im Verlaufe der Isolierung 
und Kultivierung der Transformanten und ihres Wachstums in fliissigen Medien kein rekombinantes Protein gebildet 
wird. Die Proteinsynthese wird erst bei Erreichen hoher Zellzahlen induziert. 

25 Das Wesen der Kultivierung liegt darin, daB die Kultur moglichst hohe Zellzahlen (10 9 -10 10 Zellen/ml) erreicht, daB 
diese zum richtigen Zeitpunkt zur Expression und Uberproduktion angeregt werden, daB die Proteine in hohen Konzen- 
trationen sekretiert bzw. in die Membran eingebaut, bzw. auf der Membran prasentiert werden, daB ein Abbau der Pro- 
teine vermieden wird und daB die Kulturiiberstande bzw. die L-Form-Zellen mit maximalem Gehalt an Proteinprodukten 
fiir die anschlieBende Isolation bereitgestellt werden. 

30 Die konkreten Bedingungen und Parameter sind fiir die eingesetzten Produzentenstamme (L-Formen von E. coli, P. 
mirabilis, B. subtilis) und fiir die Proteinprodukte unterschiedlich und miissen im Einzelfall ermittelt und optimiert wer- 
den. Im einzelnen betrifft dies die Zusammensetzung der Nahrmedien (insbesondere C- und N-Quellen), die Konzentra- 
tion der Selektivantibiotika (0,5-50 ug/ml), optimale Wachstums- und Synthesetemperaturen (20^-0°C, vorzugs weise 
26-37°C), Regelung des pH-Wertes (pH 6,0-8,5, vorzugsweise pH 7,5), optimaler Sauerstoffeintrag durch Wahl der Fer- 

35 mentationsbehalter, Schiittelfrequenzen (50-330 U/min), Riihrgeschwindigkeiten (200 600U/min), Beliiftungsraten 
(konstanter PO2), Zufiitterung von C- und N-Quellen (insbesondere Glukose), Zeitpunkt zur Induktion der Genexpres- 
sion (z. B. durch Zugabe von IPTG, anhydro-Tetrazyklin, 20-60 min Temperaturerhohung auf 42°C) sowie die Lange 
der Synthesezeit (4-50 Std.). Das Wachstum und die Produktsynthese konnen in dieser Stufe durch zusatzliche Faktoren 
optimiert werden, z. B. niedermolekulare Effektoren, Vitamine, Aminosauren-gemische, Lipidkomponenten, Thiolrea- 

40 genzien und nichtmetabolisierbare Zucker. 

Eine Verbesserung der Bildung von funktionell aktiven Genprodukten kann auch durch Zugabe von Zuckern erreicht 
werden, beispiels weise von 1-5% Saccharose. Es wird angenommen, daB solche Zucker die Faltungsprozesse verschie- 
dener Proteine verbessern. 

Bei hoher struktureller und segregativer Stabilitat der Plasmide in den L-Form- Zellen (z. B. von pHCl, pSTS2sak, 
45 pMK7GFP) konnen Wachstum und Produktsynthese auch ohne Zugabe der Selektivantibiotika (Kanamycin, Neomycin, 
Nourseothricin usw.) erfolgen. 

Die anschlieBende Isolierung und Reinigung der Genprodukte ist davon abhangig, ob das Protein als losliches extra- 
zellulares oder als membrangebundenes Protein, z. B. peripheres bzw. integrates Membranprotein anfallt. Da die L- 
Form- Zellen im Gegensatz zu alien anderen Produzentenzellen in der Regel auBer der zytoplasmatischen Membran keine 
50 weiteren Zellorganellen wie GeiBeln, Fimbrien, Sporen, Zellwande und innere Membransysteme besitzen, entfallen die 
Reinigungsschritte, die zur Abtrennung dieser Komponenten erforderlich sind. Die Membranen und Membranproteine 
konnen relativ einfach durch Zellyse (osmotischer S chock, Ultraschall, French Press) und anschlieBende Zentrifugation 
und Waschen in Pufferlosungen isoliert und gereinigt werden. 

Im Falle der Gewinnung von extrazellularen loslichen Proteinen werden die L-Form-Zellen durch Zentrifugation 
55 (6000 g/10 min) vom Nahrmedium abgetrennt und aus diesem Uberstand mit den bekannten Methoden der Proteiniso- 
lierung (Fallung, Sedimentation, Extraktion, Filtration, elektrophoretische Auftrennung; Affinitats-, Ionenaustausch-, 
GroBenausschluB- und hydrophobe Chromatographie etc.) die Proteine separiert und gereinigt. 

Zur Isolierung membrangebundener Proteine werden die L-Form- Zellen in gleicher Weise durch Zentrifugation sedi- 
mentiert und gewaschen. Die Gewinnung der Protein-Membrankomplexe erfolgt durch Lyse der Zellen (osmotische 
60 Lyse, Ultraschallbehandlung, Einfrieren und Auftauen, French-Press-Behandlung). Die Membranen (leere Zellen) wer- 
den anschlieBend in magnesiumhaltigen (z. B. 0,1% MgSCW Pufferlosungen gewaschen. 

Der Nachweis der membrangebundenen Proteine erfolgt mit bekannten Methoden, vorzugsweise durch immunoche- 
mische Methoden auf der Basis synthetischer Peptide, (Western-Blot, Dot-Blot, ELISA, synthetische Sequenz-spezifi- 
sche Antikorper), zytochemische Methoden (Immunoelektronenmikroskopie mit Immunogold, Fluoreszenzmikrosko- 
65 pie), radiochemische Methoden (Markierung mit S 35 Methionin oder H 3 -Leucin) und funktionellen Tests (enzymatische 
Reaktionen, Bindungskinetiken). 

Die weitere Isolierung und Anreicherung richtet sich nach dem Verwendungszweck, d. h. ob das Proteinprodukt als 
reines Protein gewonnen werden soli oder als Komplex mit Membranen oder Lipidkomponenten. Die Protein-Membran- 
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Komplexe liegen in der Regel als Vesikel (0,01-5 um Durchmesser) vor und konnen in Pufferlosungen (TRIS, BBS, mit 
Zusatzen von 0,1% MgS04, Phenylmethylsulfonfluorid, Dithiothreitol) als Suspension stabil erhalten bzw. aufbewahrt 
werden. 

Die Membran vesikel konnen durch Inversion mittels French-Press-Behandlung oder Einfrieren-Auftauen in inside- 
out Vesikel umgewandelt werden. Dabei werden die zytoplasmaseitigen inneren Bereiche der Proteinmolekule an der au- 5 
Beren Oberflache der Membran vesikel frei zuganglich. Derart hergestellte invertierte Protein-Membr an- Komplexe ma- 
chen Interaktionsstudien und Strukturaufklarung der zytoplasmaseitigen extramembranaren Domanen moglich. 

In einer weiteren Variante des Verfahrens kann die Lipidmatrix der Membranen durch geeignete Detergentien (SDS, 
Plantaren, Tween 20, Triton XI 00) aufgelost werden. Dabei kommt es zu einer Freisetzung der integralen und peripheren 
Membranproteine, und diese konnen als losliche oder aggregierte Proteinmolekule isoliert und gereinigt werden. 10 

In einem alternativen Schritt des Verfahrens konnen die auf diese Weise isolierten membrangebundenen Proteine wie- 
der in Lipidstrukturen mit definierter molekularer Zusammensetzung rekonstituiert werden. Auf diese Weise lassen sich 
ihre richtige molekulare Konfiguration und ihre Funktionalitat erhalten bzw. wiederherstellen. Viele Membranproteine 
sind nur dann funktionell aktiv, wenn sie in einem geeigneten Lipidmilieu eingebettet sind. Als Lipide eignen sich ins- 
besondere Phospholipide mit ausgepragter Tendenz zur Bildung unilamellarer Bilayer- Vesikel (z. B. Phosphatidyletha- 15 
nolamin, Phosphatidylglycerol, Phosphatidylcholin). 

Die erflndungsgemaBen L-Form-Stamme und das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von Genprodukten 
eignen sich besonders zur Herstellung von membrangebundenen Proteinen. Unter membrangebundenen Proteinen wer- 
den solche Proteine verstanden, die an Biomembranen gebunden sind. Hierunter fallen sowohl die sogenannten Mem- 
branproteine, die aufgrund ihrer chemisch physikalischen Eigenschaften an Membranen binden, entweder integral oder 20 
peripher, als auch Proteine, die selbst nicht an Membranen binden und erst durch geeignete Membrananker an die Mem- 
bran gebunden werden. 

Der Begriff Membranprotein umfaBt integrale oder periphere Membranproteine, wie Rezeptoren (z. B. Acetylcholin, 
Bradykinin, Endothelin, Hormone), Carrierproteine (z. B. fur Aminosauren, Zucker, Ionen, Peptide, kompatible Solute, 
Elektronentransport), Ionenkanale, ABC-Transporter, Preproteintranslokatoren. 25 

In besonderer Weise eignen sich das erfindungsgemaBe Verfahren und die erflndungsgemaBen L-Form-Stamme zur 
Expression und zur Gewinnung von bakteriellen "outer- membrane-proteins" (Omps), insbesondere Omps mit (3-Falt- 
blattstruktur. Diese Proteine sind in der auBeren Membran von Gram-negativen Zellen lokalisiert. Uberraschenderweise 
war es erstmals moglich, Omps in groBen Mengen auch in loslicher Form zu exprimieren. Omps sind mit herkommlichen 
bakteriellen Expressions systemen nur schlecht in reiner Form herstellbar (Meens et al. 1997, Applied. Environment. Mi- 30 
crobiol. 63: 2814-2820). Die Verwendung von L-Form-Stammen zur Herstellung von Omps, insbesondere Omps in los- 
licher Form und Omps mit (3-Faltblattstruktur, wurde bisher nicht beschrieben und ist ebenfalls Gegenstand der Erfin- 
dung. 

Outer- membrane-proteins (Omps) Gram-negativer Bakterien speziell pathogener Arten eignen sich in loslicher oder 
membrangebundener Form fur Interaktionstests, Struktur-Funktionsstudien, Diagnostik und Vakzinierung. 35 

Zu der zweiten Gruppe membrangebundener Proteine zahlen beispielsweise losliche Proteine und hydrophile Pro- 
teine, die erst nach dem Verkniipfen mit beispielsweise einer hydrophobe Aminos auresequenzen zu einer Bindung an Li- 
pidmembranen in der Lage sind. Die hydrophobe Aminos auresequenz dient hierbei als Membrananker. 

Bevorzugte Membrananker sind homologe und heterologe Signalpeptide, wie beispielsweise das eukaryotische Si- 
gnalpepted des SERP-Proteins aus Plasmodium falciparum, die Schnittstellen besitzen, die von den bakteriellen Leader- 40 
peptidasen nicht erkannt werden. 

Weiter bevorzugte Membrananker sind Sequenzen homologer und heterologer transmembraner Regionen von Mem- 
branproteinen wie hydrophobe Transmembranhelices von homologen und heterologen prokaryotischen und eukaryoti- 
schen Membranproteinen, vorzugsweise Helix 1 oder Helices 1 bis 3 der Lactose- Permease LacY von E. coli, der Pra- 
protein-Translokase SecY von E. coli oder des Schwarmproteins CcmA von P. mirabilis. 45 

Ebenfalls geeignet sind synthetische hydrophobe Aminos auresequenzen mit 8 bis 150, vorzugsweise 10 bis 120, ganz 
besonders bevorzugt 10 bis 30 Aminosauren, wie beispielsweise dem Leucin-Zipper. Als ausreichend hydrophob werden 
Aminosauresequenzen dann angesehen, wenn sie gemaB den von G. von Heijne publizierten Verfahren an Biomembra- 
nen binden (von Heijne G., "Assembly of Integral Membrane Proteins" in Biological Membranes: Structure, Biogenesis 
and Dynamics, Springer Verlag Berlin 1994, J. A. F. Op den Kamp (Herausgeber), Seiten 199 bis 205; Cserzo, M., Wal- 50 
lin, E., Simon, I., Von Heijne G., Eloffson, A. Protein Eng. 1997, 10: 673-676). Besonders bevorzugte Membrananker 
sind in den Ausfuhrungsbeispielen beschrieben. 

Die Verankerung von Proteinen an Membranen ermoglicht die Oberflachenprasentation (Surface Display) der Proteine 
auf den L-Form-Membranen. Durch das Fehlen von Zellwandkomponenten (Peptidoglycan, auBere Membran, Lipopo- 
ly saccharide) und extrazellularen Proteasen ist es mit den L-Form-Stammen moglich, die interessierenden Proteine di- 55 
rekt auf der Zytoplasmamembran zu prasentieren. Das Fehlen antigener Komponenten ist im Hinblick auf medizinischen 
Anwendungen wie Vakzinierungen und diagnostische Methoden vorteilhaft. Das eroffnet gegeniiber herkommlichen 
Gram-positiven und Gram-negativen bakteriellen Surface-Display-Systemen erhebliche Vorteile. Zudem lassen sich 
hohe Konzentrationen der Proteine auf der L-Form-Membran erzielen (bis etwa 100 mg/1). Es wurde uberraschend ge- 
funden, daB bei der Verankerung von Proteinen in der Zytoplasmamembran mit heterologen und homologen Ankerse- 60 
quenzen die Proteine zum groBten Teil auf der AuBenseite der zytoplymatischen Membran angeordnet und biologisch 
Aktiv sind. Die Proteine sind damit fiir die Wechselwirkung mit extrazellularen Komponenten, Funktionstests und Inter- 
aktionsstudien einfach zuganglich. Die Verankerung envies sich zudem als sehr stabil, und die Proteinmolekule wurden 
beispielsweise im Verlauf der Fermentation nicht von den Membran ankern abgerissen. 

Durch die Oberflachenprasentation von Proteinen ist beispielsweise die Gewinnung neuartiger Impfstoffe und Inter- 65 
aktions-Screeningsystemen moglich. Hierzu wird das gewiinschte Antigen auf der Membran von L-Form- Zellen veran- 
kert, und die Zellen werden dann zur Impfung eingesetzt. Dabei werden vorzugsweise lediglich die aktiven, d. h. antige- 
nen Komponenten beispielsweise von Proteinen zur Verankerung verwendet. Durch die hohe Konzentration an Protein 
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auf der Membran ist nur eine geringe Zellzahl zur Impfung erforderlich, und der Gebrauch patogener Zellen oder Pro- 

teine kann ganz vermieden werden. 

Zu den Proteinen, die sich fur das Surface-Display besonders eignen gehoren neben verschiedenen antigenen Deter- 

minanten von pathogenen Organismen fur Vakzinierungen besonders auch single chain Antikorper und Antikorperfrag- 
5 mente, heterologe Enzyme, Polyhistidyl Tags und Peptidbibliotheken. Die so modifizieten L-Form-Zellen eignen sich fiir 

die Verwendung in Diagnostik und Therapie und zur Herstellung von Mitteln fiir die Diagnostik und Therapie, als Bio- 

katalysatoren, und fiir die Anwendung in Interaktions screenings. 

Die Verwendung von L-Form-Zellen zur Oberflachenprasentation von Proteinen wurde bisher nicht beschrieben und 

ist daher ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung, ebenso wie Verfahren zur Oberflachenprasentation von Pro- 
10 teinen unter Verwendung von L-Form-Zellen und die Verwendung von L-Formen mit an der Zytoplasmamembran ver- 

ankerten Proteinen zur Herstellung von Mitteln fiir Therapie und Diagnostik. Diese Verfahren umfassen die oben be- 

schriebenen Schritte zur Herstellung von Proteinen unter Verwendung von L-Formen, wobei die Zellen mit dem Gen- 

konstrukt aus einer Ankersequenz und einer Proteinsequenz transformiert werden. Die Zellen werden bei der Isolation 

des Genprodukts vorzugsweise nicht durch Tenside oder dergleichen aufgeschlossen sondern als ganzes isoliert. 
15 Zur Oberflachenprasentation von Proteinen eignen sich alle L-Formen von Bakterien, insbesondere stabile L-Formen 

und ganz besonders stabile Protoplasten-Typ-L-Formen. Bevorzugte und besonders bevorzugte L-Formen sind die oben 

als Ausgangsstamme zur Herstellung modifizierter L-Formen genannten, insbesondere die erfindungsgemaB modifizier- 

ten L-Formen. 

Die erfindungsgemaBen L-Form-Stamme und das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von Genprodukten 
20 eignet sich weiterhin: 

zur Herstellung von Proteinen zur Verwendung als Arzneimittel und Diagnostika, wie beispielsweise pharmazeutisch 
wirksamen Enzymen und Enzymaktivatoren (Exo- und Endopeptidasen, Staphylokinase, Streptokinase, Hamolysinakti- 
vator ShlB), Wachstumsfaktoren, Peptidhormonen, Antikorperkonstrukten (z. B. Fab-, Fv-Fragmenten, deren single 
chain Varianten, Miniantikorpern, Diabodies, kompletten Antikorperproteinen), membranstandigen Fusionsproteinen 
25 und anderen rekombinanten Fusionsproteinen, mit mono-, bi- oder multivalenten Bindungseigenschaften fiir die medizi- 
nische Diagnostik oder Therapie (z. B. von Tumoren), dazu zahlen u. a. Rezeptoren mit Liganden-Bindungseigenschaf- 
ten; 

zur Herstellung und Presentation von Immundeterminanten wie Oberflachenantigenen von pro- und eukaryotischen Or- 
ganismen (z. B. des SERP- und MSP1 -Proteins des Malariaerregers Plasmodium falciparum, viralen Hullproteinen 
30 (z. B. vom HIV- Virus und anderen Retro viren), viralen Transkriptasen zur Antikorperbildung und Immunisierung; 
zur Herstellung von Enzymaktivatoren und Enzyminhibitoren wie z. B. Proteaseinhibitoren; 
zur Herstellung von Enzymen und Proteinen der Signaliibertragung; 

und zur Herstellung von Precursorproteinen, d. h. Vorstufen von reifen, biologisch aktiven Proteinen, die aufgrund der 
fehlenden extrazellularen proteolytischen Aktivitat der L-Form-Zellen erhalten bleiben und als inaktive Form fiir thera- 
35 peutische und diagnostische Zwecke eingesetzt und im Organismus bzw. Diagnostiktest erst aktiviert werden. 

Die gewonnenen Proteine sind funktionell aktiv und enthalten keine storenden Membrankomponenten, wie z. B. Li- 
popoly saccharide der auBeren Membran Gram-negativer Bakterien, die Gewinnung und Funktionalitat der Proteinpro- 
dukte storen. Die genannten Genprodukte werden entweder in das Kulturmedium transloziert oder in membrangebunde- 
ner Form isoliert. 

40 Im folgenden wird die Erfindung anhand von Ausfiihrungsbeispielen naher erlautert. Die Beispiele wurden unter Ver- 
wendung der hinterlegten L-Form-Stamme durchgefiihrt, wobei diese durch die Verfahrensschritte (a) und (b) ausgehend 
von den bekannten Stammen erhalten wurden. 

Beispiel 1 zeigt, daB die modifizierten Stamme genotypisch verandert sind. 
Beispiel 2 belegt, daB sie phanotypische und genotypische Membranveranderungen aufweisen. 
45 In Beispiel 3 wird gezeigt, daB erfindungsgemaB modifizierte Stamme besser fermentierbar sind und mehr Produkt bil- 
den als die Ausgangsstamme. 

Beispiel 4 beschreibt die kontrollierte Genexpression und Produktsynthese mit erfindungsgemaB modifizierten Stam- 
men. 

Beispiel 5 beschreibt die Verankerung rekombinater Proteine in der Zytoplasmamembran unter Verwendung homolo- 
50 ger und heterologer Peptidsequenzen von integralen Membranproteinen als Membrananker. 

Ausfiihrungsbeispiele 

Ausfiihrungsbeispiel 1 

55 

Vergleich der chromosomalen DNA (Genotyp) des modifizierten L-Form-Stamms Escherichia coli LWF + WEI mit der 

des Ausgangsstamms Escherichia coli LWF+ 

Die Pulsfeldgelelektrophorese ermoglicht die Auftrennung von DNA-Fragmenten fiber einen groBen Langenbereich 
60 auf einem Gel. Das erlaubt eine vergleichende Analyse der genomischen DNA von Arten und Stammen. 

Veranderungen in der DNA, die Auswirkungen auf die Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen haben, erge- 
ben veranderte Bandenmuster. Damit werden nach Restriktasebehandlung Aussagen fiber die genetische Diversitat eines 
Stammes moglich (Lezhava, A., J. Bacteriol. 1995, 177, 6491-6498; Pandza, K., Microbiol. 1997, 143, 1493-1501). 

65 Material und Methoden 

Die L- Form- Stamme E. coli LWF + WEI und E. coli LWF+ und der zellwandhaltige Elternstamm E. coli WF+ werden 
unter gleichen Bedingungen angeziichtet. Die Kultur erfolgte in Steilbrustflaschen (100 ml) mit 30 ml LFS-Medium und 
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Zusatzen von Pferdeserum (6% V/V), Hefeextrakt (0,7%) und Saccharose (4%) bei 37°C auf einem Rotationsschuttler 
bei 200 U/min. Von jedem Stamm werden nach einer 3-6-stiindigen Kultivierung Proben in einem Aquivalent entspre- 
chend einer optischen Dichte von 2, gemessen bei 550 nm, genommen, um vergleichbare finale Biomassen zu erhalten. 
Nach einer Zentrifugation der Zellsuspension bei 3000 X g, 4°C und 10 min wurde das Pellet vorsichtig in einer osmo- 
tisch gepufferten Hefe-EDTA-Saccharose-Losung (HES-Puffer nach Evans, M., Dyson, P. 1993, Trends in Genetics, 9, 5 
72-78) resuspendiert, mit fast erstarrter Agarose (0,7%, BioRad) vermischt und anschlieBend bei 4°C verfestigt. Da- 
durch lassen sich unspezifische Bandenmuster als Folge von Scherwirkungen vermeiden. Die Proben des Elternstammes 
E. coli WF+ wurden danach mit Lysozym behandelt (Serva Electrophoresis, 1 mg/ml HES, 2 Std. bei 37°C). Der nach- 
folgenden alkalischen Lyse der Zellen innerhalb des Agaroseblockes (etwa 0,2 cm 3 ), kombiniert mit einem hinreichen- 
den Protein verdau (1 mg Proteinase K (Merck Eurolab)/ml N-Lauroylsarcosinat-EDTA-Glycin-NaOH-L6sung (NDS- 10 
Losung; Evans, M., Dyson, P. 1993, Trends in Genetics 9, 72-78) fur 16 Std. bei 37°C), schlossen sich die notigen 
Waschschritte an: 1 x 15 min mit NDS, 1 x 15 min mit Hefe-EDTA-Losung (HE-Puffer), 1 x 1,5 Std. mit HE-Puffer + 
50 ug Pefabloc (Roche Diagnostics)/ml bei 37°C, 5 X 30 min mit HE. Nach einer solchen Behandlung lag die DNA in ei- 
ner Form vor, die ein sequenzspezifisches Schneiden mit Restriktasen erlaubt. Es wurde eine ausreichende Menge von 60 
Units der jeweiligen Restriktase einem Agarosestiick (etwa 0,05 cm 3 ) zugesetzt und die Inkubationszeit von 16 Std. ge- 15 
wahlt, um eine vollstandige Spaltung zu erreichen. Die Auftrennungsbedingungen der DNA-Fragmente in einem 1,5% 
Gel (SeaKemGold, FMC Bioproducts) bei 170 V, 22 Std., Pulszeiten von 2,5-38 s und 12°C beruhen auf optimierten Er- 
fahrungswerten. Es wurde eine Pulsfeldgelelektrophoreseapparatur des Typs CHEF-DRH (BioRad) verwendet. 

Ergebnisse 20 

Die eingesetzten Restriktionsendonukleasen (Sdal von MBI Fermentas, alle restlichen von New England Biolabs) ha- 
ben folgende unterschiedliche spezifische Spaltsequenzen: 

Spel = A/CTAGT Xbal =T/ CTAGA 25 

NotI = GC/GGCCGC Swal =ATTT/AAAT 

Avrll = C/CTAGG AscI =GG/GGCGCC 

Sfil = GGCCNNNN/NGGCC Sdal =CCTGCA/GG so 

Die Restriktionsendonukleasen Xbal, NotI, Swal, Avrll, AscI, Sfil und Sdal ergaben bei beiden L-Form-Stammen und 
dem Elternstamm weitestgehend identische Grund-Fragmentmuster. Das ist ein Nachweis dafiir, daB es sich taxonomisch 
um denselben Organismus, d. h. E. coli, handelt (Abb, 1,2). 

Abb. 1 zeigt Spaltmuster chromosomaler DNA des modifizierten L-Form-Stammes E. coli LWF + WEI (2, 4, 6, 8) und 35 
des Ausgangsstammes E. coli LWF+ (3, 5, 7, 9) nach Verdau mit jeweils 60 Units der Restriktionsendonukleasen Swal 
(2, 3), Spel (4, 5), XBal (6, 7) und NotI (8, 9) (alle von New England Biolabs); die Spuren 1 und 10 zeigen Langenmar- 
ker, Spur 1: Low Range (New England Biolabs), Spur 10: Lambda-Ladder (New England Biolabs). 

Abb. 2 zeigt die Spaltmuster chromosomaler DNA des wandhaltigen Elternstammes E. coli WF+ (2, 5, 8), des L- 
Form- Ausgangsstammes E. coli LWF+ (3, 6, 9) und des weiterentwickelten Stammes E. coli LWF + WEI (4, 7, 10) nach 40 
Verdau mit jeweils 60 Units der Restriktionsendonukleasen Spel (2, 3, 4), NotI (5, 6, 7) und Xbal (8, 9, 10) (alle von New 
England Biolabs), Spur 1: Langenmarker Low Range (New England Biolabs). 

Nach Verdau mit Spel ist ein klarer Unterschied der Banden im GroBenbereich zwischen 240 kb und 290 kb im Stamm 
E. coli LWF + WEI und im Stamm E. coli LWF+ zu sehen. Dieser reproduzierbare Unterschied ist ein eindeutiger Hin- 
weis darauf, daB der weiterentwickelte Stamm E. coli LWF + WEI im Vergleich zum Ausgangsstamm E. coli LWF+ ge- 45 
notypisch verandert ist (Abb. 1, siehe Pfeile). 

Spaltungen mit Spel, NotI und Xbal ergaben bei den L-Form-Stammen ein Muster, das jeweils gleich verschieden zu 
dem der N-Form ist (Abb. 2, siehe Kreuze). Nur Spel zeigte einen anderen Unterschied zur N-Form (Abb. 2, siehe 
Kreise). 

Ein Vergleich der Gemeinsamkeiten und Unterschiede in den Bandenmustern zeigt eindeutig, daB die Stamme E. coli 50 
WF+, E. coli LWF+ und E. coli LWF + WEI taxonomisch der gleichen Spezies angehoren, daB beide L-Form-Stamme 
gegeniiber dem N-Form Elternstamm genotypische Unterschiede zeigen und daB der weiterentwickelte L- Form- Stamm 
E. coli LWF + WEI gegeniiber dem Sammlungs stamm E. coli LWF+ genotypisch verandert ist. 

Ausfiihrungsbeispiel 2 55 

Unterschied in den Proteinkomponenten in zytoplasmatischen Membranen der L-Form-Stamme Escherichia coli LWF+ 

und E. coli LWF + WEI 

Neben der vergleichenden Analyse der chromosomalen DNA nach Restriktasebehandlung erlaubt auch die verglei- 60 
chende Analyse der Proteinmuster zweier Stamme Ruckschliisse auf genotypische und phanotypische Veranderungen. 
Unter Anwendung der zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-PAGE) ist eine detaillierte Trennung und Charakteri- 
sierung von Proteingemischen moglich. Im ersten Schritt erfolgt dabei die Trennung nach dem isoelektrischen Punkt (pi) 
in einem Fokussiergel (IEF). Im zweiten Schritt werden dann in einem SDS-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) die fokus- 
sierten Proteine nach ihrem Molekulargewicht (MW) getrennt. 65 

Im Ausfiihrungsbeispiel wurden die Membranproteine des Ausgangsstammes E. coli LWF+ mit denen des erfindungs- 
gemaB modifizierten Stammes E. coli LWF + WEI verglichen. Die Beschrankung auf die Membranproteine ist deshalb 
gewahlt worden, weil die L- Form- Membranen nur ca. 500 verschiedene Proteine enthalten, wahrend in den ganzen Zel- 
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len ein Vielfaches davon vorliegt. Desweiteren sind die Membranproteine zum groBten Teil essentiell und in der Regel 
standig in der Membran vorhanden. Reproduzierbare qualitative Unterschiede im Muster der Membranproteine sind des- 
halb ein Hinweis auf strukturelle und funktionelle Unterschiede im Genom. 

5 Material und Methoden 

Anzucht der Zellen 

Die Zellen der beiden Stamme werden unter identischen Bedingungen geziichtet (BHI-Medium mit Zusatzen von 
10 0,5% Hefeextrakt und 5% v/v Pferdeserum, Bebriitung im Schiittelinkubator bei 37°C), nach 24Std. abzentrifugiert 
(6000 X g, 10 min), in 0,4 M Saccharose gewaschen und durch osmotischen Schock (0,05 M TRIS/HCl-Puffer pH 7,0 
mit Zusatz von 0,1% MgS0 4 und 30 ug/ml DNAse) lysiert. Durch Ultrazentrifugation (80000 x g, 20 min, 4°C, Beck- 
mann Optima XL80) und Waschen in 0,05 M TRIS/HCl-Puffer mit 0,1% MgS0 4 erfolgt die Isolierung und Reinigung 
der Membranen. 

15 

Probenbeh andlung 

Die gereinigten Membranfraktionen werden zunachst mit der 5-fachen Einwaagemenge dest. Wassers gewaschen und 
danach 45 min bei 5°C mit 14000 Upm zentrifugiert (Sorvallzentrifuge Typ RMC 14). Das Pellet wird wie unten be- 
20 schrieben weiterverarbeitet. 

Solubilisierung der Membranproteine 

Das gewaschene Membranpellet wird in der 6-fachen Menge Solubilisierungspuffer (9,5 M Harnstoff, 4% 3-[(3-Cho- 
25 lamidopropyl)-dimethylammonio]-l-propansulfonat (CHAPS, Serva), 5% einer 40%igen Ampholytlosung 3-10, 
100 mM Dithiolthretitol (DTT) aufgenommen und zusatzlich fester Harnstoff in einer Menge von 45% der Membranein- 
waage zugegeben, um die Harnstoffkonzentration der Gesamtlosung wieder auf 9,5 M zu bringen. Die Suspension wird 
durch Schutteln bei Raumtemperatur in Losung gebracht und 2 Std. stehengelassen mit wiederholten Schuttelvorgangen. 
AnschlieBend wird die klare Losung 50 min mit 75000 Upm in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert (Typ Beckmann® Op- 
30 tima TLX bei 20°C). Der Uberstand enthalt die unter den gewahlten Bedingungen gelosten Membranproteine. Jeweils 
15-20 pi dieser Losung werden auf die Fokussierungsgele aufgetragen und zweidimensional analysiert. 

Elektrophoresebedingungen 

35 Zur Analyse der Proteinkomponenten wurde das Investigator® 2-D Electrophoresis System von Oxford Gly co-Sy- 
stems verwendet. Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension): Keine Prafokussierung, Strom maximal 110 uA/Gel, 
Spannung konstant 1000 V (17 Std.) und 2000 V (30 min), d. h. 18000 Vh insgesamt. 

SDS-PAGE (2. Dimension): 11,5% Polyacrylamid-Gele (Duracryl 30,65% T), kein Stacking-Gel, Spannung maximal 
500 V, 20 W/Gel. 

40 Alle Gele werden mit Coomassie Brilliant Blau G-250 nach der Methode von Neuhoff et al. (Electrophoresis 1988, 9, 
255 262) gefarbt, bei welcher die kolloidalen Eigenschaften dieses Farbstoffes zur Anwendung kommen. 

Ergebnisse 

45 Abb. 3 zeigt Membranproteine von Escherichia coli LWF+ (Gel Al) und E. coli LWF + WEI (Gel Bl) nach Auftren- 
nung mit 2D-PAGE in dem pI-Bereich 4,8-6,7 und dem MW-Bereich 31-60 kDa. Die schwarzen Pfeile markieren Spots 
bzw. Spotmuster, die nur im Stamm E. coli LWF+ vorliegen, und die weiBen Pfeile dokumentieren Proteine, die fiir den 
Stamm E. coli LWF + WEI speziflsch sind. Der Vergleich der Spotmuster in den Gelbereichen 3,5 < pi < 7,0 und 22 kDa 
< MW < 80 kDa ergab in den Membranen bei der L-Form-Stamme ca. 150 detektierte Proteine. Die Mehrzahl der Spots 

50 ist identisch. Von den zwolf divergierenden Proteinen lagen sechs nur im Ausgangsstamm E. coli LWF+ und sechs nur 
im Stamm E. coli LWF + WEI vor. 

In Abb. 3 sind die Gelbereiche 4,8 < pi < 6,7 und 31 kDa < MW < 60 kDa als Ausschnitte vergroBert, und sie zeigen 
jeweils vier differierende Proteine. Auf Grund der vollig identischen Anzuchtbedingungen und Probenbeh andlungen und 
der mehrfach reproduzierten Daten muB aus den Ergebnissen geschlossen werden, daB die Zusammensetzung der Mem- 

55 branproteine im Stamm E. coli LWF + WEI signifikant verandert ist und daB dies auf Veranderungen im Genotyp beruht. 

Ausfuhrungsbeispiel 3 

Vergleich von Wachstum und Produktbildung der rekombinanten L-Form-Stamme Proteus mirabilis LVIWEI und Pro- 
60 teus mirabilis LVI 

Die Gewinnung rekombinanter Proteine, die zur Vakzinierung eingesetzt werden konnen, ist eine vordringliche Auf- 
gabe, insbesondere fur bisher dafiir nicht zugangliche Krankheiten wie z. B. Malaria. Das MSPl-Gen kodiert ein Protein, 
das von den Merozoiten-Stadien des Erregers Plasmodium falciparum synthetisiert wird und ein Kandidat fiir Vakzinie- 
65 rungsstrategien gegen Malaria darstellt. Zur Gewinnung des Proteins, d. h. in der Ausfiihrung des 42 kDa groBen C-ter- 
minalen Fragmentes, wurden die Stamme P. mirabilis LVI und P. mirabilis LVIWEI mit dem Plasmid p6H-42-3D7 trans- 
formiert. Im Beispiel wird die Fermentation beider Transformanten verglichen und dokumentiert, daB der neue Stamm P. 
mirabilis LVIWEI bessere Eigenschaften im Hinblick auf Wachstum und Produktbildung hat. 
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Material und Methoden 

Die Stamme P. mirablis LVIWEI (p6H-42-3D7) und P. mirabilis LVI (p6H-42-3D7) enthalten das gleiche Plasmid mit 
dem Gen fiir das 42 kDa Fragment des Malaria-Surface-Proteins 1 (MSP1) in der Allel- Variante 3D7 (MAD 20) des hu- 
manspezifischen Erregers Plasmodium falciparum (Pan, W. et al. 1999, Nucleic Acids Research 27, 1094-1103). Am 5 
42 kDa- Fragment ist N-terminal das ompA-Signalpeptid fusioniert, was fiir eine Sekretion in das Medium notwendig ist. 
Die Gewinnung der Transformanten erfolgte nach den gleichen Schritten wie sie in der Patentbeschreibung und im Aus- 
fiihrungsbeispiel 5 beschrieben sind. Sie sind hinsichtlich Plasmididentitat (Restriktionsmuster) und der unter Kontrolle 
des PLtetO-1 Promotors (Lutz, R. und Bujard, H. 1997, Nucleic Acids Research 25, 1203-1210) induzierbaren Produkt- 
bildung getestet. Zur Fermentation wurden zuerst Vorkulturen aus den an Wachstum in fliissigen Medien adaptierten 10 
Transformanten hergestellt. Eine erste Vorkultur erfolgte bei 3 7 °C (100 ml Glaskolben mit 35 ml BHI-Medium und Zu- 
satzen von 50 mM Na-Phosphat pH 7,2 und 50 ug/ml Kanamycin) iiber 24 Std. als Schiittelkultur bei 220 rpm. Nachfol- 
gend wird eine zweite Vorkultur in gleichem MaBstab bei 28 °C fiir 24 Std. kultiviert. Diese dient als Inokulum fiir die 
dritte Vorkultur (500 ml Glasflaschen mit 150 ml Fermentationsmedium, 12 Std. bei 26 °C kultiviert). Nach einer mikro- 
skopischen Kontrolle der Vorkulturen erfolgt die Beimpfung der Fermenter. 15 

Der eingesetzte Fermenter (BIOSTAT B Gerat, Braun BBI Melsungen) ist ausgeriistet mit Ruhrkessel-KulturgefaB B2 
(Arbeitsvolumen 2 1), Beliiftungseinrichtung, Riihrwelle mit zwei Paddelriihrern B5 im Medium und einem 6-Blatt- 
Scheibenriihrer B2 im Schaumbereich, einer pH-Sonde (Ingold 405D-K8S/200), einer pC^-Sonde (Mettler Toledo 
34 100 3057), einer Schaumsonde, einer Gasmischstation mit 2 ml Mass- flow Controller fiir Luft und Sauerstoff und Zu- 
luftfilter 0,2 um (Sartorius Midisart 2000), Abluftkiihler mit Schaumfalle, Sterilfilter (Gelmann Aero 50ST), Abgasana- 20 
lysensystem (Hartmann und Braun, Frankfurt) mit Uras lOp fiir CO2- Analyse und Magnos 6G fiir 0 2 - Analyse, Kiihlwas- 
serkreislaufkiihler KK4s (Medingen, 6°C), Dosiereinrichtung fiir Glukose mit Peristaltikpumpe WM 101U/2rpm (Wat- 
son-Marlow, Silikonschlauch ID = 1,6 mm) und Steuerung uber Schaltuhr, off-line Analytik fiir Glukose mit EGA 2000 
Glukose- Analysator (Medingen). 

Das Medium im Fermenter ist 1,35 1 BHIB (35 g/1) gelost in Na-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,2) mit Zusatzen von 25 
Glukose (0,5%), Saccharose (1%), Hefeextrakt (0,1%), Na-Fumarat (40 mM), Kanamycin (50 ug/ml) und Ampicillin 
(200 ug/ml). Es wird mit 150 ml der 12-stiindigen Vorkultur beimpft zu einer Startzellkonzentration entsprechend einer 
OD 550 nm = 0,5. 

Das Fermentationsregime umfaBt: Temperatur = 26°C; pH-Wert = konstant pH 7,2 (+/-0,3), reguliert mit H 2 S0 4 
(12%) und NaOH (12%); Beliiftungsrate = 20 SLPM konstant; Ruhrgeschwindigkeit = 100-500 rpm, gekoppelt an die 30 
festgelegte p02-Konzentration von 20%; Induktorzugabe anhydro-Tetracyclin (400 ug/1, nach erster Verdopplung der 
OD und 400 ug/1 nach zweiter Verdopplung der OD, danach 12 Std. Weiterfiihrung der Fermentation). Als Antischaum- 
mittel wurde Ucolub nach Bedarf zugegeben. Zu den in Abb, 4a und 4b angegebenen MeBpunktzeiten werden Proben 
entnommen (10 ml) und die Zellkonzentration als optische Dichte (OD als Extinktion bei 550 nm, Photometer Spekol 11 
Zeiss) als MaB fiir die Biomasse bestimmt. 35 

Die Fermentationsproben werden nach Zentrifugation (6000 X g, 10 min) in den Uberstand mit loslichem Produkt und 
in das Sediment mit zellgebundenem Produkt fraktioniert. Die Produktbildung wird durch SDS-Gelelektrophorese und 
Western blot mit produktspezifischen Antikorpern und quantitativer Auswertung der Banden (Scan- und Aus werte-S oft- 
ware Phoretix ID, NonLinear Dynamics Ltd, UK) ermittelt. 

40 

Ergebnisse 

Die Ergebnisse der Fermentationskinetik und der Produktbildung mit Proteus mirabilis LVI(p6H-42-3D7) (a) und P. 
mirabilis LVIWEI (p6H-42-3D7) (b) sind in Abb. 4 dargestellt. Die Mengen an synthetisierten loslichem und zellgebun- 
denem Malariaprotein sind als relative Einheiten ("units" = Flache X Farbintensitat der gescannten Produktbanden im 45 
Western blot) angegeben. 

1. Unter weitestgehend gleichen Bedingungen (Vorkultur aus intakten L-Form-Zellen, gleichen Wachstumsme- 
dien, Animpfdichten, Wachstumstemperaturen, pH-Regelung, Glukosezufiitterung, Induktion der Genexpression 
und Regelung des Sauerstoffeintrages mit Schwellenwert von pC>2 = 20% durch Kopplung an Erhohung der Riihr- 50 
geschwindigkeit) zeigt die Transformante P. mirabilis LVIWEI (p6H-42-3D7) des weiterentwickelten Stammes 
deutlich bessere Eigenschaften. 

2. Im Vergleich zum Stamm P. mirabilis LVI (p6H-42-3D7) zeigt sie ein schnelleres Wachstum unmittelbar nach 
dem Start der Fermentation, eine ausgepragte exponentielle Wachstumsphase bis 12 Std., sehr viel hohere Zellzah- 

len und Biomasse werte, verbunden mit wesentlich starkerer G02-Bildung und damit aktiveren Stoffwechsel, so wie 55 
bessere Vertraglichkeit fiir Antischaummittel. Die Transformante des Ausgangsstamm P. mirabilis LVI (p6H-42- 
3D7) zeigt dagegen nach Zugabe von Antischaummittel eine Abnahme der Stoffwechselaktivitat, verdeutlicht 
durch das Absinken der GCVBildung und des 02-Verbrauches. 

3. Die Transformante P. mirabilis LVIWEI (p6H-42-3D7) erzielt eine wesentlich hohere Volumenausbeute an syn- 
thetisiertem Malariaprotein. Das betrifft sowohl die Menge an zellgebundenem Proteinprodukt (Abb. 4a und 4b) als 60 
auch die Menge an loslichem Produkt, die in beiden Stammen nur gering bleibt. 

Ausfiihrungsbeispiel 4 

Funktionalitat unterschiedlicher Expressions vektoren mit regulierbarer Expressionsleistung in L-Form-Zellen von Pro- 65 

teus mirabilis LVIWEI 

Fiir die erfolgreiche Verwendung von Bakterienzellen zur Synthese rekombinanter Proteinprodukte ist eine kontrol- 
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lierbare Uberexpression der Produktgene von entscheidender Bedeutung. Das Beispiel 4 dokumentiert, daB eine solche 
induzierbare Produktsynthese auf der Grundlage der fiir E. coli optimierten Genkonstruktionen und Regulationsprinzi- 
pien auch in L-Form-Zellen von P. mirabilis LVIWEI moglich ist. 

5 A) Vektorkonstruktion und Nachweis der regulierbaren Expressionsleistung 

Methodik 

Die eingesetzten Vektoren wurden mit bekannten gentechnischen Methoden konstruiert (Maniatis et al., 1989, Mole- 
10 cular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Lab. Cold Spring Harbor N. Y; Ausubel, F. N., 1998, Current 
Protocols in Molecular Biology. Wiley and Sons). 

Als einfacher Nachweis fiir die Funktionalitat der Vektoren wurde das Gen fiir das Griin-fluoreszierende Protein (GFP; 
Crameri et al., 1996, Nature Biotechnol. 14, 315-319), stellvertretend fiir die Gene unterschiedlichster rekombinanter 
Proteine, in die Expressionskassetten unter der Kontrolle verschiedener Promotoren einkloniert. Das korrekt gefaltete, 
15 funktionale GFP besitzt ein chromogenes Zentrum, das bei Anregung im UV-Bereich (395 nm) griinliches Licht emitiert 
(509 nm). Der Nachweis und die Starke der griinen Fluoreszenz sind ein MaB der Effizienz der Vektoren und der Pro- 
duktbildung in L-Form-Zellen hinsichtlich der Induktion des Transkriptionsstarts (mRNA-Bildung), der Translation 
(Proteinsynthese nach kodierender mRNA-Sequenz) sowie der korrekten Faltung des Proteins. 

Fiir eine induzierbare und gut regulierbare Proteinbildung wird das GFP-Gen unter die Kontrolle der Promotoren lac- 
20 P/O (+lacI-Repressor-Gen; Repressor-Inaktivierung durch Zugabe von 5 mM IPTG) bzw. tetA-P/O (+tetR-Repressor- 
Gen, Repressor-Inaktivierung durch Zugabe von 200 ug/ml anhydro-Tetracyclin [aTC]) gestellt. Fiir eine konstitutive 
Produktbildung steht das GFP-Gen unter Kontrolle der Promotor-Region des lacI-Repressor-Gens (P-lacI) bzw. noch zu- 
satzlich unter Kontrolle der Promotor-Region des p-Lactamase-Gens (P-bla) als Tandem- Hybrid (P-lacI/P-bla). 

Als Beispiel fiir die Regulation der Expressionsstarke iiber den Gendosis-Effekt, d. h. einer Beeinflussung der Syn- 
25 these des rekombinanten Proteins durch unterschiedliche Anzahl (Kopien) der Vektor-DNA mit dem kodierenden Gen 
pro Zelle, werden Vektoren fiir die lac-P/O-kontrollierte GFP- Expression mit den Replikationsorigins ColEl, pBR322 
und pl5A konstruiert. 

Die Ubertragung der Vektoren in die L-Form-Stamme erfolgte wie im Ausfuhrungsbeispiel 5 beschrieben. Alle Vek- 
toren trugen das Kanamycin-Resistenzgen als Selektionsmarker. 

30 

Ergebnisse 

L-Form-Zellen von Proteus mirabilis LVTWEI mit den entsprechenden Vektoren werden in einer Schiittelkultur (LFS- 
Medium mit 0,5% Hefeextrakt; 18 Std. bei 37°C) ohne Induktoren kultiviert. Von diesen Kulturen und dem plasmid- 
35 freien Kontrollstamm werden je 0,1 ml Zellsuspension auf LFS -Medium- Agar-Platten (ohne bzw. mit Induktor-Zusatz) 
ausgestrichen. Nach 24 Std. Wachstum bei 37°C erfolgt die Anregung mit UV-Licht zur Emission des griinen Fluores- 
zenz-Lichtes und die Fotographie mit einer CCD-Kamera. 

Die auf den Agarplatten in Abb. 5 gewachsenen und induzierten Zellen von P. mirabilis LVTWEI enthalten Vektoren 
mit folgenden Merkmale (Tabelle 1). 

40 

Tabelle 1 



Promotor-Gen-Konstrukte zur GFP-Synthese in P. mirabilis LVIWEI 
Nr. Vektor Replikationsorigin Kopien/Zelle Expressionskontrolle durch Induktion 
0 



1 


pMK310gfp 


pl5A 


5 - 


10 


lacP/O 


( + /ffd-Repressor) 


+ IPTG 


50 2 


pMK31Jgfp 


pBR322 


30 - 


70 


lacP/O 


(+ /tfd-Repressor) 


+ IPTG 


3 


pMK31gfp 


ColEl (pUC) 


120 - 


200 


lacP/O 


( + /ffd-Repressor) 


+ IPTG 


4 


pMK3c2gfp 


ColEl (pUC) 


120 - 


200 


P-hcl 1 


P-bla 


2y konstitittiv 


55 5 


pMK3c-gfp 


ColEl (pUC) 


120 - 


200 


P-tocI 




konstitutiv 


6 


pMK7gfp 


ColEl (pUC) 


120 - 


200 


tetP/O 


( + te/R-Repressor) 


+ aTC 



Die aus Abb. 5 zusammengefaBten Ergebnisse dokumentieren, daB 

60 

- Zellen ohne GFP- Expressions vektoren (Nr. 0) unter alien Bedingungen keine Fluoreszenz zeigen, 

- die drei Konstrukte mit dem lac-P/O (Nr. 1-3) nur nach Induktion mit 1-10 mM IPTG das GFP synthetisieren, 

- dabei mit Plasmiden, die in hoher Kopiezahl vorliegen (Nr. 3-6, mit ColEl /pUC ori), mehr GFP gebildet wird als 
mit solchen, die nur in wenigen Kopien in den Zellen vorhanden sind (Nr. 1, mit pl5A ori), 

65 - auch mit dem tetA-P/O eine spezifische Genexpression moglich ist (Nr. 6) und 

- in den Zellen, die Vektoren mit dem GFP-Gen unter Kontrolle des konstitutiven lacI-P/O enthalten (Nr. 4), unter 
alien getesteten Bedingungen eine GFP-Synthese erfolgt. 
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Diese Ergebnisse erlauben die SchluBfolgerung, daB die fiir die iib lichen E. coli-Wirtsstamme konstruierten und opti- 
mierten Expressions vektoren auch in den L-Form-Zellen von P. mirabilis LVTWEI effektiv arbeiten. 

B) Segregative und strukturelle Stabilitat der Expressions vektoren in L-Form-Zellen 

5 

Methodik 

Von P. mirabilis LVIWEI (pMK3c2GFP) mit konstitutiver GFP-Expression (Nr. 4 in Tab. 1 und auf Agar-Platte in 
Abb. 5) werden Schuttelkulturen in LFS -Medium mit und ohne Selektivantibiotikum (50 ug/ml Kanamycin) wie unter 
Beispiel 5 beschrieben angelegt, die jeweils wiederum nach 24 Std., d. h. nach ca. 4-5 Zellgenerationen, in frisches Me- 10 
dium ubertragen und erneut, insgesamt iiber 12 Passagen, kultiviert werden. Nach jeder 3. Passage erfolgen Verdiin- 
nungsreihen (10~ 3 bis 10~ 7 ) der Kulturen auf LFS-Medium-Agar-Platten mit und ohne Selektivantibiotikum, und nach 3- 
tagigem Wachstum werden unter UV-Licht die fluoreszierenden bzw. nicht fluoreszierenden Einzelkolonien ausgezahlt 
(Abb. 6). 

15 

Ergebnisse 

Der Verlauf des Anteils fluoreszierender Einzelkolonien, d. h. der plasmidhaltigen Zellen in den Kulturen mit und 
ohne Selektionsdruck, ergibt auch liber lange Kultivierungsdauer (mit iiber 50 Generationen ohne Selektivantibiotikum) 
keine signifikanten Unterschiede. Dies wird in Abb. 6 dolumentiert. Die grline Fluoreszenz aller plasmidhaltigen Einzel- 20 
kolonien verdeutlicht damit die strukturelle und funktionelle Stabilitat der Vektoren. 

C) Vergleich der Vektor-Efflzienz in L-Form- und N-Form-Zellen 

Methodik 25 

Als Beispiel fiir die Produktivitat des L- Form- Expressionssy stems wurde die GFP-Expression mit verschiedenen Vek- 
toren in L-Form-Zellen von P. mirabilis LVIWEI mit der Expression in N-Form-Zellen vom E. coli Produktionsstamm 
RV308 verglichen. Beide Zelltypen werden unter gleichen Bedingungen in Komplexmedium kultiviert und die GFP-Ex- 
pression induziert. Die Bestimmung der Zellkonzentration der Kulturen (g Biotrockenmasse/1) erfolgte durch Absorpti- 30 
onsmessung bei SSOnm. Die Zellen werden durch Zentrifugation geerntet, mittels Ultraschall-Behandlung aufgeschlos- 
sen, die GFP- Aktivitat (Fluoreszenz) am Fluoreszenz-Photometer quantifiziert und die der Aktivitat zugrunde liegende 
Menge des synthetisierten GFP-Totalproteins iiber denaturierende SDS-PAGE, Coomassie-Farbung und Gelauswertung 
und einer Eichkurve quantifiziert. Die Menge an synthetisierten funktionalem GFP wird auf die eingesetzte Biomasse der 
P. mirabilis L-Form- Zellen bzw. der E. coli N-Form-Zellen bezogen (spezifische Aktivitat). 35 

Ergebnisse 

Die in Tabelle 2 aufgefuhrten Werte an funktionalem GFP (mg GFP/g Biotrockenmasse) zeigen die gleiche Effizienz 
der Expressionsvektoren (Beispiele: pMK31GFP (IPTG-Induktion), pMK7GFP (aTC-Induktion) bzw. pMK3c2GFP 40 
(konstitutiv)) fiir die rekombinante Proteinbildung in den weiterentwickelten L-Form-Stammen wie fiir bereits etablierte 
N-Form-E.-coli-Expressionssysteme und -Produktionsstamme. 

Tabelle 2 

45 

Vergleich der Synthese-Effizienz fiir GFP von verschiedenen Vektorkonstrukten in P. mirabilis LVIWEI und E. coli 

RV308 in mg GFP/g Biotrockenmasse 



Vektor 


P. mirabilis L VI WEI 


E. coli RV308 


pMK31GFP 


41,8 


37,9 


pMK7GFP 


57,0 


42,3 


pMK3c2GFP 


38,7 


26,7 



Ausfuhrungsbeispiel 5 

60 

Herstellung von loslichen, funktionell aktiven, rekombinanten Proteinen (Surface-Display) mit Protoplastentyp L-For- 
men von Proteus mirabilis LVIWEI und Escherichia coli LWF + WEI 

Das Beispiel beschreibt die Herstellung von rekombinanter Staphylokinase in membrangebundener Form. Als L- 
Form- Zellen wurden die Stamme E. coli LWF + WEI und P. mirabilis LVIWEI verwendent. Staphylokinase ist ein me- 65 
dizinisch bedeutsamer Plasminogenaktivator (15 kDa), der von L-Form- Zellen als extrazellulares, losliches, funktionell 
aktives, rekombinantes Genprodukt synthetisiert werden kann (Sieben, S., Dissertation Universitat Jena, 1998). Beim 
Translokationsprozess wird das 27 Aminosauren lange Signalpeptid proteolytisch abgetrennt. 
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Material und Methoden 

In dem ersten Schritt wird die DNA-Sequenz (Behnke, D. und Gerlach, D., Mol. Gen. Genetics 1987, 210, 528-534) 
des reifen Proteins (Aminosauren 28-163) mittels PGR (Boehringer, Expand High Fidelity PGR Kit) amplifiziert. Durch 
5 Auswahl von geeigneten Primern wird das sak-Konstrukt modifiziert, um die anschlieBende Fusion mit den Membran- 
anker-DNA-Sequenzen uber eine Pstl-Schnittstelle am 5'-Ende und die Integration in das Expressionsplasmid pF003- 
Kan uber eine HindHI-Schnittstelle am 3'-Ende zu ermoglichen (Tab. 1). Dieses sak-Fragment ist die Grundlage fiir alle 
Fusionsproteine. Durch die Insertion der Pstl-Schnittstelle wird gleichzeitig in alle Konstrukte eine Spacersequenz von 
zwei Aminosauren zwischen Membrananker und Sak eingebaut. 

10 Im zweiten Schritt erfolgt die Bereitstellung von Membrananker-Sequenzen. Als solche Ankersequenzen werden die 
Helix I (Aminosauren 1-51; LacYHl) und die Helices 1-3 (Aminosauren 1-127; LacYHl-3) der Laktose- Permease 
LacY aus E. coli verwendet. Andere Ankersequenzen sind die Helix 1 (Aminosauren 1-74; SecYHl) und die Helices 
1-3 (Aminosauren 1-153, SecYHl-3) der Preprotein-Translokase SecY aus E. coli sowie die Helix 1 (Aminosauren 
1-34; GcmAHl) des Schwarmproteins GcmA von P. mirabilis zuziiglich eines zusatzlichen Spacers von 5 Aminosauren 

15 Lange. Die entsprechenden genauen Sequenzen sind in Abb* 7 zusammengestellt. Die DNA der Membrananker wird 
mittels PGR aus genomischer DNA von E. coli DHSa und P. mirabilis VI isoliert (Quiagen Genomic DNA Handbook, 
1997). Hierfiir werden Primer (Tab. 3) benutzt, die die Integration in das Expressionsplasmid pF003-Kan uber eine am V- 
Ende eingefugte Ndel-Schnittstelle und die Fusion mit dem sak-Fragment uber eine am 3'-Ende eingefugte Pstl-Schnitt- 
stelle ermoglichen. 

20 

Tabelle 3 



Ubersicht uber Primer, die bei der Amplifizierung und Modifizierung der Fusionsfragmente verwendet wurden 



25 


Fragment 


Bezeichnung 


Primersequenz 


Lange bp 


Inserierle 
Schnillstclle 




Staphylokinase 
+ 2 As Spacer 


Sak 


Sense 


CGCCTGCAGTCAAGTTCATTCG 
ACAAAGGA 


30 


PstI 


30 


(As 28 - 163) 




Antisense 


CGCAAGCTTTTATTTCTTTTCTA 
TAACAACCTT 


33 


Hindlll 




Laktose-Per- 
mease 


LacYHl 


Sense 


GGAATTCCATATGTACTATTTA 
AAAAACACAAACTTTT 


38 


Ndel 


35 


Helix 1 
(As 1 - 51) 




Antisense 


CGCCTGCAGGCTGATATGGTTG 
ATGTCATG 


30 


PstI 




Laktose-Per- 
mease 


LacYHl-3 


Sense 


GGAATTCCATATGTACTATTTA 
AAAAACACAAACTTTT 


38 


Ndel 


40 


Helices 1-3 

(As 1 - 127) 




Antisense 


CGCCTGCAGGTATTGTAACAGT 
GGCCCGAAGATAAA 


36 


PstI 




Preprotein- 
Translokalor 


SecYHl 


Sense 


CGCGCATATGGCTAAA- 
CAACCGGGATTAGATTTCAAA 


37 


Ndel 


45 


Helix 1 
(AS 1 - 74) 




Antisense 


CGCCTGCAGACGGCTGAGAGC 
ACCACCAGAGAACATGTT 


39 


PstI 




Preprotein- 
Translokator 


SecYHl-3 ! 


Sense 


CGCGCATATGGCTAAA- 
CAACCGGGATTAGATTTCAAA 


37 


Ndel 


50 


Helices 1 - 3 
(As 3 - 153) 




Antisense 


CGCCTGCAGGCCCGGGTTAATC 
ACCAGGCCTTGCATACC 


39 


PstI 


Schwarm protein 
Helix 1 


CcmAHl 


Sense 


CGCCATATGGATAA- 
TAAGCGAACACAGCGG 


30 


Ndel 


55 


+ 5 As Spacer 
(As 1 - 34) 




Antisense 


CG CCTG C A GTTCTCTG GTG GTG 
CTCTCAC- 

CAGCTATTTGATATCG 


45 


PstI 



Im dritten Schritt wird das sak-Fragment in den Vektor pF003 einkloniert, amplifiziert und anschliessend im Expres- 
sions vektor mit den verschiedenen modifizierten Membranankerfragmenten fusioniert (Tab. 4; Abb. 8). Die Membran- 
60 anker- sak- Fusions- Gene stehen unter der Kontrolle des tac Promotors und sind damit durch IPTG (Isopropyl-p-D-Thio- 
galactopyranosid) induzierbar. 



65 
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Tabelle 4 

Ubersicht iiber die verwendeten Fusionspartner und die entstandenen Expressionsplasmide 



Ausgangs- 
plasmid 


Fusionspartner 


Fusionsprodukt 


Expressionsplasmid 


pF003-Kan 


LacYHl 


Sak 


LacYHl-Sak 


pFLacYHl-Sak 


Lac YH 1-3 


Sak 


LacYHl-3-Sak 


pFLacYHl-3-Sak 


SecYHl 


Sak 


SecYHl-Sak 


pFSccYHl-Sak 


SecYHl-3 


Sak 


SecYHl-3-Sak 


pFSecYHl-3-Sak 


CcmAHl 


Sak 


CcmAHl~Sak 


pFCcmAHl-Sak 



Mit den in Tabelle 4 beschriebenen Expressionsplasmiden der pF-Serie erfolgt dann im Schritt 4 die Transformation in 
die L-Form-Zellen von P. mirabilis LVIWEI und E. coli LWF + WEI. Tranformiert wird mit der PEG-Methode (Gumpert 
et al., aao). Die Isolierung der Transformanten wird auf BHI-Agarplatten mit Zusatzen von Pferdeserum (8%), Hefeex- 
trakt (0,5%) und Kanamycin (0-50 ug/ml) durchgefiihrt. Einzelne Transformantenkolonien werden danach auf BHI- 
Agarplatten mit den gleichen Zusatzen an Serum und Hefeextrakt sowie Kanamycin (50 ug/ml) ubertragen und 1-3 mal 25 
passagiert, bis dichtes Wachstum als Kolonierasen erreicht ist. Die Fliissigkeitskultur der Transformanten wird in der 
Weise erhalten, daB ein Agarblockchen mit reichlich Koloniewachstum in 30 ml BHI-Medium mit Zusatzen von Hefeex- 
trakt (0,5%) und Kanamycin (50 ug/ml) eingebracht und unter Schiitteln bebriitet (37°C) wird. Nach 2-A Passagen unter 
den gleichen Wachstumsbedingungen werden so Flussigkeitskulturen erhalten, die zu Zellkonzentrationen von 10 10 /ml 
wachsen. Im Fall der Transformanten von E. coli LWF + WEI sind die Zusatze von Kanamycin geringer (1-5 ug/ml). 30 

Im 5. Schritt wird die Fliissigkeitskultur der Transformante zur Synthese des Fusionsproteins angeregt und in die Frak- 
tionen Kulturmedium (Uberstand), L-Form-Zellen, L-Form-Membranen und Zytoplasma aufgetrennt. Dazu werden 
Transformanten, z. B. P. mirabilis LVIWEI (pFCcmAHl-Sak) in Glaskolbchen (100 ml) oder Fermenter (21 Nettovolu- 
men) in BHI-Medium mit Zusatzen von Hefeextrakt (0,5%) und Kanamycin (50 ug/ml) inkubiert (37°C). Nach 2-6 Std. 
erfolgte durch Zugabe von IPTG (3 mM) die Induktion der Genexpression von den Fusionsproteinen. Aus den Kulturen 35 
wurden nach 8, 24 und 48 Std. Proben entnommen. In ihnen erfolgt durch Zentrifugation (6000 g, 10 min) eine Abtren- 
nung der Zellen als Pellet und des Kulturmediums als Uberstand. 

Die Zellen werden einmal in Saccharoselosung (0,4 M) in dest. Wasser gewaschen und anschlieBend zur Trennung 
von Zytoplasma und Membranen aufgeschlossen. Der AufschluB der Zellen von P. mirabilis LVIWEI erfolgt durch Ul- 
traschallbehandlung mit einem Branson Sonifier 240. Die Zellen werden dazu in TRIS/HC1 Puffer (0,05 M, pH 7,0) mit 40 
Zusatz von MgS04 (0,1%) resuspendiert (OD bei 600 nm um 10, Zellkonzentration um 10 10 /ml, 10 ml Probenmenge) 
und 1-3 min mit Energiestufe 3 beschallt, wobei sich das GlasgefaB in einem Eisbad befindet. Durch Kontrolle von Pro- 
ben im Phasenkontrastmikroskop (VergroBerung 2000 x) wird der Zeitpunkt ermittelt, zu dem die Zellen zerstort sind 
und nur noch Membranvesikel vorliegen. 

Im Falle der Transformantenkulturen von E. coli LWF + WEI erfolgt der ZellaufschluB durch osmotische Lyse. Dabei 45 
werden die mit 0,4 M Saccharose gewaschenen Zellen in TRIS/HC1 Puffer (0,05 M, pH 7,0) mit Zusatzen von 0,1% 
MgSC>4 und 30 ug/ml DNAse (Boehringer Mannheim) resuspendiert (Zellkonzentration 10 7 /ml) und bei Zimmertempe- 
ratur stehengelassen. Durch fortlaufende mikroskopische Kontrolle wird wiederum der Zeitpunkt der weitgehenden Zel- 
lyse bestimmt. Mit den so erhaltenen Suspensionen erfolgt dann die Trennung der Membranvesikel vom Zytoplasma 
durch Ultrazentrifugation bei 80000 g in einer Optima XL80 Zentrifuge (Beckmann). 50 

Im 6. Schritt erfolgt der biochemische und funktionelle Nachweis des Genproduktes in den 4 Fraktionen. Dazu werden 
30 ul Probe im Western blot (Ausubel, F. M. 1999; Current Protocols in Molecular Biology) im SDS-Gel (13-15%) auf- 
getrennt und die Proteine nach Transfer auf eine PVDF-Membran (Millipore) mit Staphylokinasespezifischen primaren 
Antikorpern und sekundaren Antikorperm, die an alkali sche Phosphatase gekoppelt sind und somit eine Farbreaktion be- 
wirken konnen, sichtbar gemacht. 55 

Der Nachweis der funktionellen Aktivitat erfolgt mit dem Milchagar-Plattentest. In Agarplatten (15 cm Durchmesser), 
die mit aqua dest. Agar (30 ml, 1,5%) mit Zusatzen von Magermilch (10%) und Plasminogen (KT 1 ug/ml; Boehringer 
Mannheim) gefiillt sind, werden Locher (9 mm Durchmesser) ausgestanzt, in die 50 ul der Proben gegeben werden. 
Nach 2-18 Std. Inkubation (37°C) erfolgt die Ausmessung der Aufklarzonen. Durch biologisch aktive Staphylokinase 
wird das Plasminogen aktiviert, und das enstehende Plasmin spaltet das Casein der Milch und fiihrt zu Aufklarzonen um 60 
das Stanzloch. Durch Vergleich mit Staphylokinase-Standards kann so die biologische Aktivitat der Staphylokinase 
quantitativ bestimmt werden. 

Im 7. Schritt wird die Lokalisation des Fusionsproteins an der AuBenseite der L-Form-Membran durch Trypsin verdau 
und durch Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie mit Immunogoldmarkierung am Replikon untersucht. Zusatzlich wird 
die Membranstandigkeit des Fusionsproteins durch den Nachweis der Rekonstitution in micellenbildenden Detergention 65 
wie Octylglycosid oder Triton XI 00 bewiesen. 
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Ergebnisse 

In Abb. 7 sind die Aminosaure und Nukleotidsequenzen der Membrananker und der Fusionsproteine dokumentiert. 
Mit der Sequenz der maturen Staphylokinase, die den Aminosauren 28-163 des kompletten Proteins entspricht (nicht- 
5 markierte Aminosaure- und Nukleotidsequenzbereiche), wurden N- terminal iiber eine eingefugte PstI Schnittstelle (Se- 
quenzbereiche fett, kursiv, unterstrichen) und einem dementsprechenden kurzen Aminos aurelinker die folgenden mem- 
branspannenden Domanen fusioniert (Sequenzbereiche doppelt unterstrichen): a) Helix 1 (Aminosauren 1-51; Lac YH1) 
der Laktosepermease, b) Helices 1-3 (Aminosauren 1-127; Lac YH1-3) der Laktose-Permease, c) Helix 1 (Aminosauren 
1-74; SecYHl) der Preprotein-Translokase, d) Helices 1-3 (Aminosauren 1-153; SecYHl-3) der Preprotein-Translo- 

10 kase und e) Helix 1 (Aminosauren 1-34; CcmAHl) des Schwarmproteins mit einer zusatzlichen Spacersequenz von funf 
Aminosauren (Sequenzbereiche fett, kursiv). 

In Abb. 8 ist beispielhaft das Expressionsplasmid pFLacYHl-3-Sak zur Synthese von rekombinanter membrange- 
bundener Staphylokinase mit L-Form-Zellen von E. coli LWF + WEI dargestellt. Ptac: tac-Promotor; lacYHl-3: Helices 
1-3 der Laktose-Permease (As 1-127); sak: Gen fur Staphylokinase (As 28-163); Spacer: 2 As; lacYHl-3-sak: Fusions- 

15 protein; rrnBT: Transkriptionsterminator des rrnB Operons; kann: Kanamycinresistenz-Kassette; ori: Replikationsorigin 
von pBR322; laclq: Lac-Repressor mit modifiziertem Promotor. 

Abb. 9 dokumentiert die Synthese der membrangebundenen Fusionspoteine LacYHl-Sak und LacYHl-3-Sak und er- 
lautert schematisch das Prinzip des Surface-Displays mit E. coli LWF + WEI. a: Western blot- Analyse mit Sak-spezifi- 
scher Immunofarbung; lane 1, Molekulargewichtstandard; lane 2, Sak-Standard; lane 3, Membranfraktion von LacYHl- 

20 Sak exprimierenden Zellen; lane 4, Membranfraktion von LacYhl-3-Sak exprimierenden Zellen. b: Prinzip der Veran- 
kerung der Fusionsproteine im Phospholipidbilayer der Membran; 5, Staphylokinaseanteil; 6, Laktose-Permeaseanteil 
(transmembrane Helices im Phospholipid-Bilayer). 

1. Mit den angewandten Verfahren konnen die Gensequenzen der integralen Membrananker-Domanen (Helix 1 
25 und Helices 1-3) von der Laktose-Permease LacY, von der Preprotein-Translokase SecY aus E. coli und von dem 

Schwarmprotein CcmA (Helix 1) aus P. mirabilis (Abb. 7) so mit dem Staphylokinasegen fusioniert werden, daB sie 
sich in das Plasmid pF003-Kan integrieren lassen (Abb. 8). 

2. Die neuartigen Membrananker-Staphylokinase-Genkonstrukte LacYHl-Sak, LacYHl-3-Sak, SecYHl-Sak, Se- 
cYHl-3-Sak und CcmAHl -Sak werden durch IPTG-Induktion kontrollierbar in den Stammen E. coli LWF + WEI 

30 und P. mirabilis LVIWEI uberexprimiert, ohne daB das Zellwachstum gehemmt wird und die Zellen geschadigt oder 

lysiert werden. 

3. Die Genprodukte der Membrananker-Staphylokinase-Fusionsproteine werden in solchen Mengen von den L- 
Form-Transformanten gebildet, daft sie im SDS-Gel und Western blot als spezifisch gefarbte Banden dargestellt 
werden. In Abb. 9a ist stellvertretend fur alle Fusionsproteine die erfolgreiche Expression der Fusionsproteine La- 

35 cYHl-Sak und LacYHl-3-Sak in E. coli LWF + WEI mittels Western blot- Analyse mit Sak-spezifischen Antikor- 

pern dargestellt. Die Banden entsprechen den jeweiligen zu erwartenden Molekulargewichten (LacYHl-Sak = 
20,8 kDa, LacYHl-3-Sak = 27,9 kDa). Ungefahr 5-50 mg/1 Fusionsprodukt wurden gebildet. Abb. 9b veranschau- 
licht das Prinzip der Membrananker und der Fusionsproteine. Die Expression der Fusionsproteine SecYHl-Sak 
(23,7 kDa) und SecYHl-3-Sak (32,1 kDa) konnte in E. coli LWF + WEI mit den gleichen Methoden nachgewiesen 

40 werden. SecYHl -3 -Sak wird allerdings nur in geringen Mengen exprimiert. P. mirabilis LVIWEI ist weniger gut flir 

die Expression von Fusionsproteinen mit heterologen Membranankern von E. coli geeignet. Die Expression des Fu- 
sionsprodukts CcmAHl-Sak in P. mirabilis LVIWEI verlief hingegen sehr erfolgreich. Die Menge membrangebun- 
dener Staphylokinase lag im Bereich von 100 mg/1. 

4. Die Genprodukte sind iiberwiegend oder ausschlieBlich in den Membranfraktionen lokalisiert. Nur geringe Men- 
45 gen konnen im Zytoplasma oder im Mediumuberstand gefunden werden. Im Falle der Fusionsproteine mit einer He- 
lix (HI) ist die synthetisierte Menge an Staphylokinase wesentlich hoher (3-10 mal) als bei den Konstruktionen mit 
3 Helices (Hl-3). Sie bleibt fast vollstandig an die L-Form-Membran gebunden. Die mit drei Helices fusionierte 
Staphylokinase ist ausschlieBlich in membrangebundener Form nachweisbar. 

5. Die in den Membranfraktionen lokalisierte Staphylokinase ist funktionell aktiv. Mit dem Milchagar-Test wurde 
50 aktive Staphylokinase nachgewiesen. 

6. Die Staphylokinasemolekule befinden sich auf der AuBenseite der L-Form-Membran. Neben der positiven funk- 
tionellen Aktivitat wurde dies durch den Verlust der Staphylokinase nach proteolytischem Abbau mit Trypsin, durch 
Rekonstitutionsexperimente in Triton XI 00 und Octylglycosid sowie durch Immunogoldfarbung und anschlieBen- 
der Elektronenmikroskopie nachgewiesen. Aus den mechanischen und chemischen Behandlungen der Membranen 

55 (Scherkrafte bei Kultivierung, Waschen mit TRIS/HCl-Puffer, Preparation und Waschungen der Membran) kann 

geschlossen werden, daB die Staphylokinase-Molekule sehr fest an der L-Form-Membran gebunden bleiben. 

Die Ergebnisse belegen die Entwicklung neuartiger Surface-Display-Systeme, mit denen membrangebundene und Fu- 
sionsproteine aus Membrananker-Peptiden und loslichen Proteinen kontrolliert synthetisiert und in relativ groBen Men- 

60 gen in L-Form-Membranvesikeln hergestellt werden konnen. Im Vergleich zu den bisherigen bekannten bakteriellen Sur- 
face-Display-Systemen liegen die Vorteile dieses Systems darin, daB L-Form- Membranen relativ einfach in reiner Form 
gewinnbar sind, daB darin immunreaktive Komponenten (z. B. LPS, Muramylpeptide, Fimbrien, GeiBeln) weitestgehend 
fehlen, daB extrazellulare Proteasen fehlen, daB fur das Surface-Display nur die Translokation durch die Zytoplasma- 
membran notwendig ist, daB relativ groBe Mengen des Fusionsproteins an der AuBenseite der L-Form-Membran expo- 

65 niert wird und daB das Proteinprodukt als funktionell aktive Molekiile auf der Membran gebunden bleiben. 

Damit eroffnen sich mit dem L-Form-Surface-Display-System neue Wege zur Untersuchung von Struktur-Funktions- 
Beziehungen und Zell-Zell-Interaktionen sowie zur Entwicklung neuer und alternativer Vaccinierungsstrategien und dia- 
gnostischer Testsysteme. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Gewinnung von modifizierten L-Form-Bakterienstammen, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) man einen an ein komplexes Nahrmedium adaptierten L-Form-Bakterienstamm alternierend bei unter- 
schiedlichen Temperaturen im Temperaturbereich von 20 bis 40°C kultiviert, und 5 

b) bei ansteigender hydromechanischer Belastung der Zellen fermentiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der in Schritt (a) und (b) eingesetzte L-Form-Bakte- 
rienstamm eine stabile Protoplasten-Typ L-Form ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der L-Form-Bakterienstamm eine L-Form von 
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Nocardia asteroldes, Pseudomonas 10 
stutzeri, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Streptomyces hygroscopicus oder Thermoactinomyces vul- 
garis ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der L-Form-Bakterienstamm eine L-Formen von P. 
mirabilis LVI, P. mirabilis L99, E. coli LWF+, E. coli LWF- oder Bac. subtilis L170 ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die Schritte (a) und (b) in dieser 15 
Reihenfolge durchfuhrt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man den Schritt (a) in der Weise 
durchfuhrt, daB man die Temperatur alternierend zwischen zwei Temperaturen Tl und T2 variiert, wobei Tl im Ver- 
lauf des Schrittes (a) gleich bleibt und T2 variiert wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB man den Schritt (b) in der Weise 20 
durchfuhrt, daB man die Ruhrgeschwindigkeit variiert mit der das Fermentationsmedium geriihrt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB in den Schritten (a) und (b) das Nahr- 
medium aus Brain-heart-infusion-broth (BHIB), Todd-Hewitt-broth (THEB), Tryptic- Soy-broth (TSOYB) und L- 
broth (LB) ausgewahlt ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Beliiftungsrate von 0,2 bis 1 Vo- 25 
lumen Luft/Minute/Volumen Medium variiert wird. 

10. Verfahren zur Gewinnung von modifizierten L-Form-Bakterienstammen, dadurch gekennzeichnet, daB man ei- 
nen an ein komplexes Nahrmedium adaptierten L-Form-Bakterienstamm durch Mutationen in den Genen recA, 
hsdR/S, relA, supE und/oder durch Einfiihrung von amber- und ochre-Mutanten Rekombination, Modification und 
Restriktion und/oder durch Insertion von Genen der Transkriptions- und Translationskontrolle, wie lacJ q und la- 30 
cUV-T7, in das Chromosom modifiziert. 

11. L-Form-Bakterienstamm, erhaltlich durch ein Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 10. 

12. L-Form-Bakterienstamm nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB er aus der aus P. mirabilis LVIWEI 
(Hinterlegungsnummer DSM 13363); P. mirabilis L99WEI (Hinterlegungsnummer DSM 13364), E. coli LWF + 
WEI (Hinterlegungsnummer DSM 13362) und B. subtilis L170WEI (Hinterlegungsnummer DSM 13361) beste- 35 
henden Gruppe ausgewahlt ist. 

13. Verfahren zur Herstellung von Genprodukten, dadurch gekennzeichnet, daB man einen L-Form-Bakterien- 
stamm gemaB einem der Anspriiche 11 bis 12 mit einer fur ein Genprodukt kodierenden Nukleotidsequenz transfor- 
miert, man dann den transformierten L-Form-Bakterienstamm kultiviert und zur Expression des Genprodukts an- 
regt und man schlieBlich das Genprodukt isoliert. 40 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Transformation ein Vektorsystem verwen- 
det, das die fiir das Genprodukt kodierende Nukleotidsequenzen verkniipft mit Regulations sequenzen enthalt. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, daB das Genprodukt ein membrangebundenes 
Protein ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das Produktgen mit einer zusatzlichen Gensequenz 45 
verkniipft ist, die fiir einen Signalpeptid, eine Sequenz einer transmembranen Region von Membranproteinen oder 
eine hydrophoben Aminosauresequenz kodiert. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die zusatzliche Gensequenz fiir ein Signalpeptid, 
das nicht durch prokaryotische Signalpeptidasen vom Produktprotein abgespalten wird, fiir eine Transmembranhe- 

lix von integralen Membranproteinen, fiir eine homologe oder heterologe transmembrane Region prokaryotischer 50 
Membranproteine, fiir das eukaryotische Signalpeptid des SERP-Proteins oder eine hydrophobe Aminosaurese- 
quenz mit 8 bis 150 Aminosauren kodiert. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB das Genprodukt ein als Arznei- 
mittel oder Diagnosticum verwendbares Protein, eine Immundeterminante, ein Enzyminhibitor, ein Enzymaktiva- 

tor, ein Rezeptor, ein Precursor- Protein oder ein Enzym oder ein Protein der Signaliibertragung ist. 55 

19. Verfahren zur Herstellung von an Zelloberflachen gebundenem Protein, dadurch gekennzeichnet, daB man ei- 
nen L-Form-Bakterienstamm mit einer Nukleotidsequenz transformiert, die fiir ein Genprodukt und ein damit ver- 
bundenes Signalpeptid, eine damit verbundene Sequenz einer transmembrane Region von Membranproteinen oder 
eine damit verbundene hydrophobe Aminosauresequenz kodiert, man dann den transformierten L-Form-Bakterien- 
stamm kultiviert und zur Expression des Genprodukts anregt und man schlieBlich das Genprodukt in an die Zellen 60 
des L-Form-Stamms gebundener Form isoliert. 

20. Verfahren zur Herstellung von outer-membrane-protein (Omp) von Gram-negativen Bakterien, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man einen L-Form-Bakterienstamm mit einer Nukleotidsequenz transformiert, die fiir ein Omp 
und ein damit verbundenes Signalpeptid, eine damit verbundene Sequenz einer transmembrane Region von Mem- 
branproteinen oder eine damit verbundene hydrophobe Aminosauresequenz kodiert, man dann den transformierten 65 
L-Form-Bakterienstamm kultiviert und zur Expression des Genprodukts anregt und man schlieBlich das Genpro- 
dukt isoliert. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB das Omp ein Omp mit P-Faltblattstruktur ist. 
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22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, daB das Signalpeptid ein Signalpeptid zur 
Translokation ist. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB das Genprodukt eine antigenen 
Determinanten von pathogenen Organismen, ein single chain Antikorper oder Antikorperfragment, ein heterologes 
Enzym, ein Polyhistidyl Tag oder eine Peptidbibliothek ist. 

24. L-Form-Bakterienstamm, dadurch gekennzeichnet, daB er rekombinante Proteine aufweist, die iiber ein Signal- 
peptid, eine Sequenz einer transmembranen Region von Membranproteinen oder eine hyrophobe Aminosaurese- 
quenz an der Zytoplasmamembran der L-Form-Zellen verankert sind. 

25. L-Form-Bakterienstamm nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB das rekombinante Protein eine anti- 
gene Determinante von pathogenen Organismen, ein single chain Antikorper oder Antikorperfragment, ein hetero- 
loges Enzym, ein Polyhistidyl Tag oder eine Peptidbibliothek ist. 

26. L-Form-Bakterienstamm, dadurch gekennzeichnet, daB er rekombinante Proteine aufweist, die Omps mit (3- 
Faltblattstruktur sind. 

27. Impfstoff enthaltend einen L-Form-Bakterienstamm gemaB einem der Anspriiche 24 bis 25. 

28. Verwendung eines L-Form-Bakterienstamms nach einem der Anspriiche 24 bis 26 zur Expression von Protei- 
nen, als Impfstoff, zur Herstellung eines Mittels fiir die Diagnostik und Therapie, als Biokatalysator oder fur Inter- 
aktionsscreenings. 

29. Verwendung eines L-Form-Bakterienstamms nach einem der Anspriichen 10 bis 11 zur Expression von Protei- 
nen. 



Hierzu 12 Seite(n) Zeichnungen 
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Abb. 2. 
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Abb. 4a: P. mlrabilis LVI (p6H-42-3D7) 
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Abb. 4b: P. mirabilis LVIWEI (p6H-42-3D7) 
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Abb. 7 

a) LacYH1-Sak 

MYYLKNTN FWMFGLFFFFYFFIMGAYFPFFPIWLHDINHISLQ SSSFDKGKYKKfinnAfiYFF 
PTGPYLMVNVTGVDGKRNELLSPRYVEFPIKPGTTLTKEKIEYYVEWALDATAYKEFRVVEL 
DPSAKIEVTYYDKNKKKEETKSFPITEKGFWPDLSEHIKNPGFNLITKVVIEKK 

ATGTACTATTTAAAAAACACAAACTTTTGGATGTTCG GTTTATTCTTTTTCTTTTACTTTTT 

TATCATGGGAGCCTACT TCCCGTTTTTCCCGATTTGGCTACATGACATCAACC ATATCAG 

CCrGC4G TCAAGTTCATTCGACAAAGGAAAATATAAAAAAGGCGATGACGCGAGTTATT 

TTGAACCAACAGGCCCGTATTTGATGGTAAATGTGACTGGAGTTGATGGTAAAAGAAAT 

GAATTGCTATCCCCTCGTTATGTCGAGTTTCCTATTAAACCTGGGACTACACTTACAAAA 

GAAAAAATTGAATACTATGTCGAATGGGCATTAGATGCGACAGCATATAAAGAGTTTAGA 

GTAGTTGAATTAGATCCAAGCGCAAAGATCGAAGTCACTTATTATGATAAGAATAAGAAA 

AAAGAAGAAACGAAGTCTTTCCCTATAACAGAAAAAGGTTTTGTTGTCCCAGATTTATCA 

GAGCATATTAAAAACCCTGGATTCAACTTAATTACAAAGGTTGTTATAGAAAAGAAATAA 

b) LacYH1-3-Sak 

MYYLKNTNF WMFGLFFFFYFFIMGAYFPFFPIWLHDINHISKSDTGHFAAISLFSLLFOPLFGL 
LSDKLGLRKYLLWIITGMLVMFAPFFIFIFGPI I QYLO BfifiF IEKK 

ATGTACTATTTAAAAAACACAAACTTTTGGATGTTCGG TTTATTCTTTTTCTTTTACTTTTT 

TATCATGGGAGCCTACTTCCCGTTTTTCC CGATTTGGCTACATGACATCAACCATATCAG 

CAAAAGTGATACGGGTATTATTTTTGnC GCTATTTCTOTGTTCTCGCT ATTATTCCAACCG 

CTGTTTGGTCTGCTTTCTGACAAACTCGGGCTGCGCAAATACCTGCTGTGGATTATTAC 

CGGCATGTTAGTGATGTTTGCGCC GTTCTTTATT TTTATCTT CGGGCCACTGTTACAATA 

C CTGCA G TC AAGTTC ATTC GAAAAGAAATAA 
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c) SecYH1-Sak 

MAKQPGLDFQSAKGGLGELKRRLLF VIGALIVFRI GSFIPIPGIDA AVLAKLLEQQRGTIIEMFN 
MFSGGAI SflLOSSSF IEKK 

ATGGCTAAACAACCGGGATTAGATTTTCAAAGTGCCAAAGGTGG CTTAGGCG AGCTGAA 
ACGCAGAC TGCTGTTTGTTATCGGTGCGCTGATTGTGTTCCGTATT GGCTCTTTTATTCC 
GATCCCTG GTATTGATGCCGCTGTAGTTGCCAAACTGCTTGAGC AACAGCGAGGCACCA 
TCATTGAGATGTTTAACATGTTCTGTG GTGGTGCTCTCAGCCGTCrGC^g rnAAGTTnAT 
TC GAAAAGAAATAA 



d) SecYH1-3-Sak 

MAKQPGLDF QSAKGGLGELKRRLLFVIGALIVFRIGSFIPIPGIDAAVLAKLLEQQRGTIIEMFN 
MFSGGALSRASIFALGIMPY ISASIIIQLLTVVHPTLAEIKKEGESGRRKISQYTRYGTLVLAIFQ 
SIGIATGLPNMPGMQGLVINPGZ.Q SSSF IEKK 



ATGGCTAA ACAACCGGGATTAGATTTTCAAAGTGCCAAAGGTGGCTTAGGCGAGCTGAA 

ACGCAGACTGCTGTTTGTTATCGGTGnGCTGATTGTGT TCCGTATTGGCTCTTTTATTCO 

GATCCCTGGTATTGATGCCGCTGTAnTTGCCAAAnTGn TTGAGCAACAGCGAGGCAGCA 

TCATTGAG ATGTTTAACATGTTCTCTGGTGGTGnTCTCAGCCGTGCTTCTATCTTTGCTC 

TGGGGATCATGCCGTATATTTCGGCG TCGATCATTATCCAGCTGCTGACGGTGGTTCAC 

CCAACGTTGGCAGAAATTAAGAAAGAAG GGGAGTGTGGTCGTGGTAAGATCAGCCAGT 

ACACCCGCTACGGTACTC TGGTGCTGGCAATATTnCAGTCGATCGGTATTGCTACCGGT 
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CTGCCGAATATGCCTGGTATGCAAGGCCTGGTnAT TAACCCGGGCC7GC4G TCAAGTT 
CATTC GAAAAGAAATAA 



e) CcmAH1-Sak 

MDNKRTQRDllFSIIWIIWSCALMAFWRYQIAGE SrrPgl-QRSSF IEKK 



ATGGATAATAAGCGAACACAGCGGGA TATTATATTTAGCATAATATGGATTATTTG GTCA 
JmOQ^AMm^^nmm^MQM^m^Qm^AGCACCACCAGAGAACT 
GCA G TC AAGTTC ATTC GAAAAGAAATAA 
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Abb. 8 
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Abb. 9 
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